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序論 
Saxitoxin (STX, 1)は、 1957年に Schantzら [1]によりAlaskan butter clam (Saxidomus 
giganteus)から単離された化合物であり、単離された生物種名から化合物名が決められた。当
初、化学構造が複数提唱されたが[2]、1975年にX線結晶解析が行われ、構造決定がなされた
[3]。また多くの類縁体が存在しており、これらを総称し麻痺性貝毒 (Paralytic shellfish toxins, 
PSTs)と呼ばれている (Figure 1A)。麻痺性貝毒は、淡水産藍藻[4] (Anabaena circinalis[5–7], A. 
lemmermannii
[8]
, Cylindrospermopsis raciborskii
[9,10]
, Aphanizomenon flos-aquae
[11]
, A. 
gracile
[12,13]
, A. issatschenkoi
[14]
, Lyngbya wollei
[15]
, Planktothrix sp.
[16]等)、海水産渦鞭毛藻
[17,18]
 (Alexandrium andersoni
[19]
, A. catenella
[20]
, A. excavatum
[21]
, A. fundyense
[22]
, A. 
minutum
[20,23]
, A. ostenfeldii
[24]
, A. tamarense
[25,26]
, A. tamiyavanichi
[27]
, Gymnodinium 
catenatum
[20,28]
, Pyrodinium bahamense
[29]等) (Figure 1B)により生産されることが知られている。
また、有毒の渦鞭毛藻が発生すると、食物連鎖により二枚貝が毒化する。さらに、人が毒化し
た二枚貝を摂食することで、死亡率の高い食中毒が起きる。電位依存性ナトリウムチャネルを
阻害する強力な神経毒として食品衛生の観点からも重要な化合物とされている[30–33]。ナトリウ
ムチャネルはα-subunitとβ-subunitから構成され、STXは、フグ毒で知られるtetrodotoxin (TTX)
と同様にα-subunitのPループに結合サイトを持つことが知られている[32–37]。 
また、分子内に二つのグアニジノ基と5,6,5員環からなる三環構造を有し、炭素原子よりもヘ
テロ原子が多いという特徴を持つことや強力な生理活性から、多くのグループの全合成研究
のターゲット化合物となってきた[31]。1977年、Kishiら[38,39]により世界初のSTXのラセミ合成が報
告された。1984年には、Jacobi [40,41]らによりdecarbamoyl STX (dc STX)のラセミ合成が行われ
た。これは、Kishiらの方法よりも、工程数が少ない合成であった。さらに、KishiらはdcSTXの不
斉合成を行った[42]。その後、Du Boisら[43–47]、Nagasawaら[48–52]、Looperら[53]、Nishikawaら[54,55]
により、STXや類縁体の全合成が行われた。 
同時に、生産生物における生合成経路の解明を目指した研究も行われている。原核生物
であり淡水で発生する藍藻と、真核生物であり海洋に生息する渦鞭毛藻という、生物種も生息
環境も異なる生物により、同じ化合物群が生産される点も興味深い[56]。各生物は、STX骨格を
有する複数の類縁体を生産し、これまでに報告された類縁体は30を超えていることも特徴であ
る[30,31]。生産種や株による、類縁体や組成の違いは、生合成終盤に作用する修飾酵素の種
類や活性の違いによると考えられている。これまでにN-sulfotransferaseやO-sulfotransferaseな
どの修飾酵素が見つかっている[57,58]。しかし、特徴的なSTX骨格の形成に関する生合成初期、
中期に関する生合成経路は不明な点が多い。 
Shimizu らは 、渦鞭毛藻  Gonyaulax tamarensis (Alexandrium tamarense)  と藍藻 
Aphanizomenon flos-aquaeを用いた、安定同位体ラベル体の取り込み実験を行った[59–62]。生
成したSTX (1)や類縁体のNMR解析から、酢酸、arginine (2)、S-adenosylmethionine (SAM)
がSTX骨格構造に必須であることを明らかにし、初めて生合成経路を提唱した (Figure 
2) 
[59–62]。さらに、KellmannとNeilanらのグループは、藍藻Cylindrospermopsis raciborskii T3
のゲノム中からSTX生合成遺伝子クラスター (sxt)を見出し、Shimizuらとは異なる生合
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成経路を提唱した (Figure 3)[63]。生合成に関わる遺伝子は、30以上 (sxtA-sxtZ)とされた。
特に生合成に重要な14遺伝子 (sxtA-sxtI, sxtP-sxtR, sxtS sxtU)をcore geneとしている[18,64]。
生合成遺伝子は、他の藍藻  (Anabaena circinalis[65,66], Raphidiopsis brookii[67,68], 
Aphanizomenon sp.
[65]
, Lyngbya wollei
[69]
)にも相同遺伝子が存在することが明らかになっ
た。さらに、渦鞭毛藻 (Alexandrium fundyense, A. minutum, A. catenella, Gymnodinium 
catenatum)
[70–72]においても一部の遺伝子が存在することが明らかになった。渦鞭毛藻由
来の転写産物は、渦鞭毛藻で典型的なspliced leader配列と真核生物に特徴的なpolyA-tail
を含んでいた。これは、生合成遺伝子として増幅された転写産物が渦鞭毛藻由来である
ことを示した。これまでに、渦鞭毛藻に共生するMoraxella sp.などのバクテリアが麻痺
性貝毒を生産しているとの報告[73]もあったが、この特徴的な遺伝子配列は、渦鞭毛藻自
身が生産することを支持した。 
一方で、これまでの研究では生合成中間体の構造を化学的に証明することはされてい
ない。Kellmannらは、予想した一部の生合成中間体と分子量が一致する成分が
Cylindrospermopsis raciborskii T3の抽出物に存在することを示していた[63]が、標品がない
など不十分であり、同定したとは言い難い。また、遺伝子工学の発展から、放線菌や糸
状菌における二次代謝産物の生合成研究は特徴的な酵素をコードする遺伝子を指標と
した、生合成領域の同定が行われている。さらに得られた配列情報から遺伝子破壊や異
種発現によって、機能解析を行うアプローチが盛んであるが、藍藻や渦鞭毛藻ではほと
んど行われていない。藍藻では、STX遺伝子クラスターとされる配列が示されたにも関
わらず、未だに麻痺性貝毒の排出に関連するとされるトランスポーター (SxtF, SxtM)の
Escherichia coliを用いた異種発現の報告[74]のみであり、生合成に重要な遺伝子について
は報告がない。 
さらに、渦鞭毛藻では生合成遺伝子がクラスターを形成していないことが推定されて
いる。そのため、遺伝子工学を用いた生合成中間体の生産、単離、構造決定は困難であ
り、生合成経路の解明は別の方法が必要だと考えた。そこで、本研究では、Liquid 
chromatography-mass spectrometry (LC-MS)を用いて生合成中間体を化合物単位で同定する
ことで、藍藻及び渦鞭毛藻における麻痺性貝毒生合成経路の詳細な解明を試みた。 
第一章では、先行研究を基に、生合成の初期中間体を予測し、LC-MSで同定を行った。ま
ず、予想した中間体の化学合成を行い、LC-MSの標品の調製を行った。また、Pd/Cを用いた
環化反応を見出し、三環性の化合物の合成も行った。Arginine (2)と3種の推定生合成中間体
が藍藻Anabaena circinalis (TA04)[6,75]、渦鞭毛藻Alexandrium tamarense (Axat-2)[76–78]の細胞
内に存在することを明らかにした。 
第二章では、第一章で同定した推定中間体が、麻痺性貝毒の真の生合成前駆体であるの
か、代謝排出されるシャント化合物であるのか明らかにするために、安定同位体を用いた取り
込みを行った。3種のうち、2種が麻痺性貝毒の生合成の前駆体であるとともに、1種がシャント
化合物であることが示唆された。今回見つかったシャント化合物の存在から、麻痺性貝毒生合
成経路には、シャント経路も存在することが初めて明らかになった。 
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第三章では、取り込み実験の結果から、LC-MSを用い、安定同位体を指標とした新規生合
成中間体の探索を行った。そして、生合成中間体を予想し、化学合成を行い、2種の生合成
中期の化合物を生産生物中から同定した。これらの同定した生合成中間体を基に、新たに生
合成経路を提唱した。 
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Figure 1. Structures of STX and its analogs (PSTs)
[30,31]
 (A) and causative microorganisms of 
PSTs (B). 
 
 
Figure 2. The putative STX biosynthetic pathway proposed by Shimizu et al.
[59–62]
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Figure 3. The putative biosynthetic pathway proposed by Kellmann and Neilan et al.
[63]
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第一章 麻痺性貝毒生合成初期中間体の合成及び同定 
先行研究[59–62]から、麻痺性貝毒は、arginine (2)を出発物質として生合成されていると考え
られた。また、生合成中間体は、最終生成物である PSTs とは異なり、極僅かにしか存在しない
と考えられた。そのため、中間体の単離による構造決定は困難であると思われた。そこで我々
は、微量な化合物の同定に向いている LC-MS を用いた麻痺性貝毒生合成経路の解明を試
みた。まず、Shimizu ら[59–62]と Kellmann ら[63]が推定した経路を検証するために、LC-MS を用
いて、有毒藍藻 Anabaena circinalis (TA04)の抽出物にそれぞれが推定した生合成中間体が
存在するのか、予想された分子式よりEIC (Extracted ion chromatogram)でスクリーニングした。
その結果、Kellmann らが推定した Int-A’ (10)、Int-C’ (12)と精密質量が一致するピークが見ら
れたため、Kellmannらの経路を参考にし、これらの合成を試みた。各合成品を LC-MSの標品
として、有毒藍藻 A. circinalis (TA04)、有毒渦鞭毛藻 Alexandrium tamarense (Axat-2)の抽出
物に、合成を試みた予想中間体が存在するのか分析を行い、さらに生合成経路を推定した。 
 
第一節 合成化合物の選定 
麻痺性貝毒生合成初期中間体を予想し、合成のターゲットを決定するために Shimizu ら[59–
62]と Kellmann ら[63]が推定した経路 (Figure 2, 3)の妥当性を比較した。我々が培養している有
毒藍藻 A. circinalis (TA04)の抽出物に、それぞれのグループが想定した生合成中間体が含
まれるのかどうか、予想される分子式より精密質量を求め、Extracted Ion Chromatogram (EIC)
でスクリーニングした。 
 
1.1.1. 藍藻抽出物の分析 
方法 
藍藻有毒株である A. circinalis (TA04)の細胞を吸引濾過で集め、0.5 M AcOHで抽出した。
さらに、弱陽イオン交換担体Macro-Prep CM (Bio-Rad)を用いた前処理を行い、LC-MS分析
用のサンプルの調製を行った (詳細は第五節を参照)。の定性分析に用いたサンプルと同一
サンプルを用いた。LC-MS で分析し (詳細は第六節を参照)、それぞれに対応する EIC で探
索した。 
 
試料 
A. circinalis (TA04)の 0.5 M AcOH抽出液 (第五節参照) 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
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positive ionization mode 
capillary: 4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
結果と考察 
Figure 1-1に示したように、基質として考えられた arginine (2)に相当するピークが見られた。
Simizuらにより提唱された生合成中間体に相当するピークは観測されなかった(Figure 1-1A)。
一方、Kellmann らが推定した中間体に相当するピークはいくつか見られた(Figure 1-1B)。一
般的に、生合成中間体量は、生産生物の細胞周期により大きく異なることが予想されるため、
今回の結果だけではその有無を完全に判断することはできない。しかし、Kellmann らの推定
経路がより妥当であると判断した。それぞれ検出された化合物が推定された化学構造に基づ
くことを、標品を用いて LC-MSで保持時間とMS/MSのフラグメントパターンの比較し、両者が
一致することを示す必要がある。そこで、初期中間体である Int-A’ (10)、Int-B’ (11)、Int-C’ (12)
の合成を行うこととした。 
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Figure 1-1. The extracted ion chromatograms (EICs) of the putative intermediates proposed by 
Shimizu et al. (A) and Kellmann and Neilan et al. (B), in the extract of A. circinalis (TA04). 
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第二節 Int-A’ (10)の合成 
1.2.1. Int-A’ (10)の合成 
第一節の結果から、arginine (2)から誘導化されると考えられた Int-A’ (10)の合成を行った。
L-ornithine を出発物質とした。これは、第二章第一節で標識体の合成を行うことを考慮した合
成方法である。まず、CuCO3と加熱処理し、Cu
2+と二分子の ornithine (17)のカルボニル基と α-
ア ミ ノ 基 の間で錯体 を形成 させ 、 α- ア ミ ノ 基 を 保護 し た [79] 。 塩 基存在下 、
N,N'-Bis(tert-butoxycarbonyl)-1H-pyrazole-1-carboxamidine で処理し、末端のアミノ基を選択
的 に 、 N-tert-butoxycarbonyl (Boc) 保 護 グ ア ニ ジ ノ 基 へ 変 換 し た 。 さ ら に
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)を作用させ、Cu2+を除くとともに、α-アミノ基を Bocで保
護し、18 とした。Weinreb amide 19へ変換し、続く Grignard reactionを行うことで、ethyl ketone 
20を得た。最後に、酸性条件下で Bocの脱保護を行い、目的の Int-A’ (10)を TFA塩として得
た (Scheme 1-1)。 
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Scheme 1-1. Synthesis of Int-A’[80]. 
  
L-Ornithine (17) 18
Int-A’ (10)
19
20
N,N'-Bis(tert-butoxycarbonyl)-
1H-pyrazole-1-carboxamidine
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1.2.2. 実験項 
General information 
特に記載のないものは、全て窒素条件下で反応を行った。反応には、Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd. (Osaka, Japan) から購入した乾燥溶媒を用いた。各種スペクトルは、下記の装
置で測定した。 
FT-IR (film: ATR, Zn-Se): JASCO 4100 spectrometer (JASCO, Tokyo, Japan) 
optical rotation: JASCO DIP-370 digital polarimeter (JASCO, Tokyo, Japan), respectively. 
NMR: Agilent 600 MHz NMR spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) 
High resolution-MS: micrOTOF-Q II (ESI) (Bruker Daltonics, Billerica, MS, USA), JEOL 
JMS700 MS Station (JEOL, Akishima, Japan) (FAB, glycerol and m-nitrobenzyl alcohol 
matrix) 
NMRの基準は、溶媒ピーク (δH/C = 7.26/77.0 ppm (CDCl3), δH/C = 3.30/49.0 ppm (CD3OD), δH 
= 4.79 ppm (D2O))と、
15
N NMRではアンモニア (δN = 0 ppm (NH3))の値を用いた。 
 
Tri-Boc-protected L-arginine (18) 
L-Ornithine hydrochloride (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 24.5 mg, 0.145 mmol)を
H2O (1 mL)に溶解し、Basic cupric carbonate (Nacalai Tesque, Inc., 65.2 mg, 0.294 mmol)を加
え、100°Cで 1時間反応した。過剰の cupric carbonateを吸引ろ過で除き、溶媒を減圧留去す
ることで濃青色の銅錯体を得た。N,N-diisopropylethylamine (DIEA, Sigma-Aldrich Co., 59.0 
μL, 0.339 mmol) と N,N’-bis(tert-butoxycarbonyl)-1H-pyrazole-1-carboxamidine (Tokyo 
Chemical Industry Co., Ltd., 45.6 mg, 0.147 mmol)、乾燥 1,4-dioxane (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd.)/formamide (Nacalai Tesque, Inc.) (1:2, v/v, 430 µL) を加え、窒素雰囲気下、
室温で 5 時間反応した。水  (30 mL)を加え反応を止め、EtOAc (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd., 30 mL) で 3回抽出し、有機層を飽和食塩水、水の順に洗い、溶媒を減圧留
去した。EDTA 2Na (Sigma-Aldrich Co., 34.6 mg, 0.092 mmol)、NaHCO3 (Nacalai Tesque, Inc., 
36.8 mg, 0.438 mmol)、水 (140 μL) を加え、撹拌した。さらに、di-tert-butyl dicarbonate 
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 72.5 mg, 0.332 mmol) と acetone (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd., 670 μL) を加え、室温で 4時間、激しく撹拌した。反応後、acetone を減圧留
去し、水 (30 mL)を加え、EtOAc (30 mL)で 3回抽出した。有機層を飽和食塩水、水の順に洗
い、溶媒を減圧留去した。残渣を、Cosmosil 140C18-OPN (Nacalai Tesque, Inc.)を充填したオ
ープンカラムで精製した (水、25% MeOH、50% MeOH、75% MeOH、100% MeOH)。50% 
MeOH、75% MeOH画分を濃縮し、目的の Tri-Boc-protected L-arginine (18)を得た (25.9 mg, 
37%, 3 steps)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.48 (brs, 1H), 8.46 (s, 1H), 5.34 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.34 (s, 
1H), 3.42 (s, 2H), 1.92 (s, 1H), 1.72-1.69 (m, 3H), 1.49 (m, 9H), 1.48 (s, 9H), 1.44 ppm (s, 
1H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 174.7, 162.9, 156.3, 155.8, 153.2, 83.4, 80.2, 79.8, 53.1, 
50.9, 40.4, 29.6, 28.3, 28.2, 28.0, 27.5, 25.3 ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for 
12 
 
C21H39N4O8, 475.2762; found, 475.2769. 
 
Tri-Boc-protected arginine Weinreb amide (19) 
Tri-Boc-protected arginine 18 (25.9 mg, 0.054 mmol)、1-hydroxybenzotriazole monohydrate 
(HOBt, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 7.2 mg, 0.053 mmol)、 1-ethyl-3-(3-dimethyl 
-aminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC, Peptide institute, 12.6 mg, 0.066 mmol)を乾
燥 dichloromethane (CH2Cl2, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 220 μL) に溶解し、0°Cで
15分間撹拌した。N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride salt (Nacalai Tesque, Inc., 6.2 mg, 
0.064 mmol)、N-methyl morpholine (NMM, Nacalai Tesque, Inc., 7 μL, 0.064 mmol) を加え、
窒素雰囲気下、室温、overnight で反応した。一度、溶媒を留去し、1 M HCl aq. (30 mL)と 
EtOAc (30 mL)で分配し、有機層を飽和 NaHCO3 aq. (10 mL)、brine (10 mL)、water (10 mL) 
の順で洗い、濃縮した。残渣を、Cosmosil 140C18-OPNを充填したオープンカラムで精製した
(水、50% MeOH、75% MeOH、100% MeOH)。75% MeOH、100% MeOH画分を濃縮し、目
的のWeinreb amide 19を得た (27.1 mg, 0.052 mmol, 95%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.49 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 5.22 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.68 (s, 
1H), 3.77 (s, 3H), 3.44 (s, 2H), 3.20 (s, 3H), 1.77 (m,1H), 1.68-1.57 (m,3H),1.50 (s, 9H), 1.49 (s, 
9H), 1.44 ppm(s, 9H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 172.7, 163.5, 156.1, 155.5, 153.2, 83.2, 
79.7, 79.4, 61.6, 50.1, 40.4, 32.1, 30.1, 28.4, 28.3, 28.1, 25.1 ppm; HRMS (FAB) (m/z): 
[M+H]
+
 calcd. for C23H44N5O8, 518.3184; found, 518.3193. 
 
Tri-Boc-protected arginine ethyl ketone (20)  
氷上で、Weinreb amide 19 (22.2 mg, 0.0043 mmol) の tetrahydrofuran (THF, Wako Pure 
Chemical Industries, Ltd., 470 μL)溶液に Ethylmagnesium bromide (Sigma-Aldrich Co., 3.0 M 
in diethyl ether, 155 μL, 0.475 mmol)を滴下した。室温、overnightで反応し、0.1 M HCl aq. 
(10 mL) を加え反応を止めた。EtOAc (30 mL) で 3回抽出し、有機層を brine、水の順に洗っ
た。溶媒を減圧留去し、残渣を HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, 
Kanto Chemical Co., Inc., solvent; MeOH/H2O 80:20(v/v), 0.5 mL/min, 33 min)-DAD (Diode 
Array Detector L-455, HITACHI)で精製し、ethyl ketone 20 を得た (6.2 mg, 30%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.48 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 5.38 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 4.34 (dd, 
J = 11.4, 7.2 1H), 3.43 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 2.53 (m, 2H), 1.88 (m, 1H), 1.63 (m, 1H), 1.58 (m, 
1H), 1.55 (m, 1H), 1.49 (s, 9H), 1.48 (s, 9H), 1.43 (s, 9H), 1.07 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H); 
13
C 
NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 209.8, 163.4, 156.2, 155.5, 153.3, 83.3, 79.8, 79.4, 58.7, 40.3, 
32.9, 28.8, 28.3, 28.3, 28.0, 25.0, 7.6 ppm; HRMS (m/z) (FAB): [M+H]
+
 calcd. for C23H43N4O7, 
487.3126; found, 487.3132. 
 
Int-A’ (10) 
Ethyl ketone 20 (3.2 mg, 0.007 mmol)の CH2Cl2 (500 μL)溶液に、Trifluoroacetic acid (TFA, 
13 
 
Sigma-Aldrich Co., 500 μL)を加え、室温で 1 h撹拌した後、溶媒を留去し、目的の Int-A’ (10)
を 2 TFA塩として得た (2.5 mg, 0.006 mmol, 92%)。 
[α]20D = 30.6 (c = 0.18, MeOH); IR (ATR): 3353, 3187, 2989, 1676, 1203, 1138 cm
-1
; 
1
H NMR 
(600 MHz, CD3OD): δ = 4.19 (H-6, dd, J = 7.8, 4.2, 1H), 3.24 (H-3, td, J = 7.2, 1.8, 2H), 2.70 
(H-8, m, 1H), 2.59 (H-8, m, 1H), 2.04 (H-5, m, 1H), 1.87 (H-5, m, 1H), 1.70 (H-4, m, 1H), 1.59 
(H-4, m, 1H), 1.10 ppm (H-9, t, J = 7.2 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, CD3OD): δ = 208.0 (C-7), 
159.5 (C-1), 60.2 (C-6), 42.5 (C-3), 34.1 (C-8), 28.7 (C-4), 26.1 (C-5), 8.3 ppm (C-9); HRMS 
(ESI
+
) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C8H19N4O, 187.1553; found, 187.1553. 
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第三節 Int-C’2の合成 
次に Int-B’ (11)の合成を試みた。Int-A’ (10)と同様に ornithine (17)を出発物質とした。保護
基に Boc を用いたが、最終段階の脱保護の際に、脱水環化が進行し、Int-B’ (11)が得られな
かった。さらに、Int-C’ (12)も得られず、異性化した Int-C’2 (24)が生成した。保護基をCbzに変
更した場合においても、最終的に Int-B’ (11)や Int-C’ (12)は得られず、Int-C’2 (24)と副生成物
が得られるのみであった。 
 
1.3.1. Boc-protected ethyl ketone 23の合成 
L-Ornithine (17)に対し、N,N'-Bis(tert-butoxycarbonyl)-1H-pyrazole-1-carboxamidine (2 当
量)を加え、bis-guanidine 誘導体 21を得た。Weinerb amide 22 とした後、Grignard reactionに
より ethyl ketone 23を得た (Scheme 1-2)。 
 
1.3.2. Boc-protected ethyl ketone 23の脱保護 (Int-C’2 (24)の合成) 
Ethyl ketone 23を TFA-CH2Cl2で脱保護を行うと、目的の Int-B’ (11)は得られなかった。11
から脱水環化が進行し、イミンとなり、さらに異性化した amino imidazole 24を 2TFA塩として得
た。この化合物を Int-C’2 (24)とした (Scheme 1-3)。この反応は想定されたが、生産生物内で
も同様に Int-B’ (11)から自発的に環化反応が進行することを確認する必要がある。そこで、保
護基を変更し、最終段階の脱保護を生体内により近い、中性で行うこととした。 
 
1.3.3. Cbz-protected ethyl ketone 27の合成 
保護基をBocからCbzに変更した。合成方法は、Bocの時と同様に行った。L-ornithine (17)
に対し、N,N'-Bis(carbobenzoxy)-1H-pyrazole-1-carboxamidine (2 当量)を加え、bis-guanidine 
誘導体 25 を得た。化合物 25 を Weinerb amide 26 へ変換し、Grignard reaction により ethyl 
ketone 27を得た (Scheme 1-4)。 
 
1.3.4. Cbz-protected ethyl ketone 27の脱保護 
Ethyl ketone 27を EtOAc-MeOH (2:1, v/v)に溶解し、Pd/C存在下、接触還元を行った。Cbz
基の脱保護は、速やかに進行したが、Int-B’ (11)や Int-C’ (12)は得られず Int-C’2 (24)と三環
性の副生成物が生じた[80]。中性条件下においても、Kellamnn らが推定した生合成中間体[63]
が得られなかったことから、実際の生合成中間体の構造が異なることが推定された。また、
Int-C’2 (24)と副生成物の分離条件を検討したが、困難であったため、三環性化合物の構造
決定は出来なかった (第四節で Cyclic-C’ (28)と決定した)。 
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Scheme 1-2. Synthesis of ethyl ketone 23. 
 
 
Scheme 1-3. Deprotection of ethyl ketone 23. 
 
 
Scheme 1-4. Synthesis of ethyl ketone 27. 
 
 
Scheme 1-5. Deprotection of ethyl ketone 27. 
  
L-Ornithine (17) 21 22 23
Int-C’2 (24)
23
Int-B’ (11) (0%) Int-C’ (12) (0%)
L-Ornithine (17) 25 26 27
Int-C’2 (24)
27
Int-B’ (11) (0%) Int-C’ (12) (0%)
(Int-C’2 : byproduct = 2 : 1, mol / mol) 
byproduct
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1.3.5. 実験項 
Tetra-Boc-protected bis-guanidine carboxylic acid (21) 
L-Ornithine hydrochloride (105.3 mg, 0.624 mmol)の 1,4-dioxane/formamide (3:1, v/v, 4.8 
mL) 溶液に、DIEA (220 μL)と N,N’-bis(tert-butoxycarbonyl)-1H-pyrazole-1-carboxamidine 
(407 mg, 1.26 mmol = 2.02 eq)を加え、窒素雰囲気下、室温、24時間反応した。0.1 M HCl aq 
(50 mL) を加え、反応を止め、EtOAc (50 mL)で 3回抽出した。有機層を飽和食塩水、水で洗
い、溶媒を減圧留去した。残渣を、Cosmosil 140C18-OPNを充填したオープンカラムで精製し
た (水、25% MeOH、50% MeOH、60% MeOH、100% MeOH)。60% MeOH、100% MeOH画
分を濃縮し、目的の Tetra-Boc-protected bis-guanidine carboxylic acid (21)を得た (214.1 mg, 
0.347 mmol, 56%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.49 (brs, 1H), 11.32 (s, 1H), 8.71 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.44 (s, 
1H), 4.50 (dd, J = 13.2, 6 Hz, 1H), 3.50 (m, 2H), 2.11 (m, 1H), 1.84 (m, 1H), 1.72 (m, 2H), 1.51 
(s, 9H), 1.50 (s, 9H), 1.49 (s, 9H), 1.48 ppm (s, 9H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 171.1, 
161.2, 156.8, 156.2, 153.2, 152.7, 84.5, 83.4, 80.7, 54.5, 40.2, 28.2, 28.1, 28.0, 28.0, 27.6, 25.3 
ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C27H49N6O10, 617.3505; found, 617.3511. 
 
Tetra-Boc protected bis-guanidine Weinreb amide (22)  
Tetra-Boc-protected bis-guanidine carboxylic acid (21) (84.0 mg, 0.136 mmol)の CH2Cl2 (1 
mL)溶液に、N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride salt (15.1 mg, 0.155 mmol)、EDC 
(31.2 mg, 0.163 mmol)、N-methyl morpholine (16 μL, 0.145 mmol)を 0°Cで加えた。窒素雰囲
気下、室温、overnightで反応し、一度溶媒を減圧留去した。残渣に対し 1 M HCl aq (50 mL)
と EtOAc (50 mL)で分配し、有機層を飽和 NaHCO3 (30 mL)、飽和食塩水 (30 mL)、水 (30 
mL)の順に洗い、溶媒を留去した。残渣を、Cosmosil 140C18-OPNを充填したオープンカラム
で精製した (水、50% MeOH、60% MeOH、75% MeOH、100% MeOH)。75% MeOH、100% 
MeOH画分を濃縮し、目的のWeinreb amide 22を得た (63.8 mg, 0.097 mmol, 71%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.50 (s, 1H), 11.30 (s, 1H), 8.80 (brs, 1H), 8.35 (s, 1H), 5.19 
(drs, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.46 (brs, 2H), 3.22 (s, 3H), 1.89 (m, 1H), 1.73 (m, 1H), 1.65 (m, 2H), 
1.50 (m, 9H), 1.49 (s, 9H), 1.49 (s, 9H), 1.45 ppm (s, 9H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ =  
171.8, 163.5, 163.2, 156.1, 155.5, 153.2, 152.7, 83.1, 83.1, 79.3, 78.8, 61.4, 50.3, 40.4, 32.0, 
29.1, 28.3, 28.2, 28.1, 28.0, 24.8 ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C29H54N7O10, 
660.3927; found, 660.3932. 
 
Tetra-Boc-protected bis-guanidine ethyl ketone (23) 
Weinreb amide 22 (13.9 mg, 0.021 mmol)を THF (1 mL)に溶解し、氷上で、よく撹拌した。窒
素雰囲気下で、Ethylmagnesium bromide (3.0 M in diethyl ether, 400 μL, 1.200 mmol)を逆滴
下法で、ゆっくり滴下した。その後反応液を 40-50°Cに加温し、1時間反応した。0.1 M HCl aq 
(30 mL)を加え、反応を止め、EtOAc (30 mL)で 3回抽出し、有機層を飽和食塩水、水の順に
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洗い、溶媒を減圧留去した。残渣を HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 4.6x250 mm, 
solvent; MeOH/H2O 90:10 (v/v), 0.5 mL/min, 15 min)-DADで精製し、ethyl ketone 23 を得た 
(5.2 mg, 0.008 mmol, 40%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.49 (s, 1H), 11.38 (s, 1H), 8.95 (brs, 1H), 8.34 (brs, 1H), 
4.87 (drs, 1H), 3.44 (s, 2H), 2.54 (m, 2H), 2.03 (m, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.60 (m, 2H), 1.50 (s, 
9H), 1.49 (s, 9H), 1.49 (s, 9H), 1.47 ppm (s. 9H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 208.6, 
163.3 (trace), 156.1, 155.5, 153.2, 152.8, 83.3, 79.3, 58.7, 40.4, 33.0, 28.4, 28.2, 28.1, 28.0, 24.5, 
7.5 ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C29H53N6O9, 629.3869; found, 629.3879. 
 
Int-C’2 (24) 
Ethyl ketone 23 (6.3 mg, 0.010 mmol)の CH2Cl2 (500 μL)溶液に、TFA (500 μL)を加え、室
温、1 時間撹拌し、Boc の脱保護を行った。窒素で溶媒を留去し、Int-C’2 (24)を 2TFA 塩とし
て得た (4.1 mg, 0.009 mmol, 93%)。 
IR (ATR): 3359, 3191, 2982, 2933, 1774, 1684, 1204, 1146 cm
-1
; 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): 
δ = 3.18 (H-3, t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.53 (H-5, t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.48 (H-11, q, J = 7.8 Hz, 2H), 
1.83 (H-4, quin, J = 7.2 Hz, 2H), 1.17 ppm (H-12, t, J = 7.2 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, 
CD3OD): δ = 159.5 (C-1), 148.8 (C-8), 126.2 (C-10), 121.9 (C-6), 42.3 (C-3), 30.0 (C-4), 22.1 
(C-5), 18.5 (C-11), 15.0 ppm (C-12); HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C9H19N6, 
211.1666; found, 211.1675. 
 
Tetra-Cbz-protected bis-guanidine carboxylic acid (25) 
L-Ornithine hydrochloride (100.4 mg, 0.595 mmol)の 1,4-dioxane/formamide (1:1, v/v, 4 mL) 
溶液に、DIEA (300 μL)と N,N’-bis(carbobenzoxy)-1H-pyrazole-1-carboxamidine (Tokyo 
Chemical Industry Co., Ltd., 460.3 mg, 1.216 mmol = 2.04 eq)を加え、窒素雰囲気下、室温、
24時間反応した。0.1 M HCl aq (50 mL) を加え、反応を止め、EtOAc (50 mL)で3回抽出した。
有機層を飽和食塩水、水で洗い、溶媒を減圧留去した。残渣を、Cosmosil 140C18-OPNを充
填した中圧カラムで精製した (70% MeOH、100% MeOH)。100% MeOH画分を濃縮し、目的
の Tetra-Cbz-protected bis-guanidine carboxylic acid (25)を得た (414.4 mg, 0.550 mmol, 
93%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.72 (s, 1H), 11.63 (s, 1H), 8.97 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.34 (s, 
1H), 7.40-7.27 (m, 20H), 5.19 (s, 2H), 5.15 (s, 2H), 5.11 (s, 2H), 5.10 (s, 1H), 5.09 (s, 1H), 3.77 
(s, 3H), 3.45 (dd, J = 13.2, 6.0 Hz, 2H), 3.20 (s, 3H), 1.92 (m, 1H), 1.76 (m, 1H), 1.64 ppm (m, 
2H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 171.2, 163.5, 163.5, 155.9, 155.4, 153.8, 153.4, 136.8, 
136.7, 134.6, 128.7, 128.7, 128.6, 128.6, 128.5, 128.4, 128.1, 127.9, 127.8, 127.7, 68.2, 68.1, 
67.2, 67.0, 61.6, 50.7, 40.6, 32.0, 29.1, 24.5 ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for 
C41H46N7O10, 796.3301; found, 796.3310. 
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Tetra-Cbz protected bis-guanidine Weinreb amide (26)  
Tetra-Cbz-protected bis-guanidine carboxylic acid (25) (414.4 mg, 0.550 mmol)と EDC 
(142.9 mg, 0.745 mmol)の CH2Cl2 (5 mL)溶液に、N-methyl morpholine (150 μL)を加えた。さ
らに、N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride salt (72.6 mg, 0.744 mmol)を 0°Cで加えた。
窒素雰囲気下、室温、overnightで反応し、一度溶媒を減圧留去した。残渣に対し 1 M HCl aq 
(50 mL)と EtOAc (50 mL)で分配し、有機層を飽和 NaHCO3 (30 mL)、飽和食塩水 (30 mL)、
水 (30 mL)の順に洗い、溶媒を留去した。Cosmosil 140C18-OPNで精製した (80% MeOH、
100% MeOH)。100% MeOH 画分を濃縮し、目的の Weinreb amide 26 を得た (210.9 mg, 
0.265 mmol, 48%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.72 (s, 1H), 11.63 (s, 1H), 8.97 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.34 (s, 
1H), 7.40-7.27 (m, 20H), 5.19 (s, 2H), 5.16 (s, 2H), 5.15 (s, 2H), 5.12-5.10 (m, 3H), 3.77 (s, 
3H), 3.45 (dd, J = 13.2, 6.0 Hz, 2H), 3.20 (s, 3H), 1.92 (m, 1H), 1.76 (m, 1H), 1.64 ppm (m, 
2H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 171.2, 163.5, 163.5, 155.9, 155.4, 153.8, 153.4, 136.8, 
136.7, 134.6, 128.7, 128.7, 128.6, 128.6, 128.5, 128.4, 128.1, 127.9, 127.8, 127.7, 68.2, 68.1, 
67.2, 67.0, 61.6, 50.7, 40.6, 32.0, 29.1, 24.5 ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for 
C41H46N7O10, 796.3301; found, 796.3310. 
 
Tetra-Cbz-protected bis-guanidine ethyl ketone (27) 
Weinreb amide 26 (50.5 mg, 0.063 mmol)を THF (1.26 mL)に溶解し、よく撹拌した。窒素雰
囲気下で、Ethylmagnesium bromide (3.0 M in diethyl ether, 820 μL, 2.4 mmol)を逆滴下法で、
ゆっくり滴下した。その後反応液を 40-50°Cに加温し、1時間反応した。0.1 M HCl aq (30 mL)
を加え、反応を止め、EtOAc (30 mL)で 3回抽出し、有機層を飽和食塩水、水の順に洗い、溶
媒を減圧留去した。残渣を HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 10 × 250 mm, solvent; 
CH3CN/H2O 85:15 (v/v), 2.0 mL/min, 23 min)-DADで精製し、ethyl ketone 27 を得た (5.7 
mg, 0.007 mmol, 12%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.71 (s, 1H), 11.66 (s, 1H), 9.03 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 8.34 (s, 
1H), 7.39-7.27 (m, 20H), 5.19 (s, 2H), 5.15 (s, 2H), 5.11 (s, 2H), 5.10 (s, 1H), 5.09 (s, 1H), 4.88 
(dd, J = 11.4,  6.6 Hz, 1H), 3.44 (dd, J = 12.6, 6.6 Hz, 2H), 2.51 (m, 2H), 2.04 (m, 1H), 1.72 
(m, 1H), 1.59 (m, 1H), 1.06 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 207.9, 
163.3, 156.0, 155.4, 153.8, 153.5, 136.6, 134.5, 134.5, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.4, 
128.1, 128.0, 127.9, 68.3, 68.2, 67.2, 58.9, 40.5, 32.9, 28.4, 24.3, 7.5 ppm; HRMS (FAB) (m/z): 
[M+H]
+
 calcd. for C41H45N6O9, 765.3243; found, 765.3253. 
 
Int-C’2 (24) from Cbz-protected ethyl ketone (27) 
Ethyl ketone 19 (4.2 mg, 0.005 mmol)を EtOAc/MeOH = 2:1 (v/v, 2.4 mL)に溶かし、10% 
Pd/C (Sigma-Aldrich Co., 9.2 mg)を加え、一度窒素で置換した。窒素を水素に置換し、室温、
15 分間、激しく撹拌した。水素を窒素に置換した後、溶液を、セライトを詰めたオープンカラム
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でろ過し、溶媒を留去した。Int-C’2 (24) (63%, by 1H NMR, crude)と共に、副生成物が得られ
たが、それぞれの化合物の分離が困難であった。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 3.17 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.53 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.47 (q, J = 
7.8 Hz, 2H), 1.83 (quin, J = 7.2 Hz, 2H), 1.17 ppm (t, J = 7.8 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, 
CD3OD): δ = 159.6, 149.0, 126.0, 122.0, 42.3, 30.0, 22.2, 18.6, 15.1 ppm; HRMS (FAB) (m/z): 
[M+H]
+
 calcd. for C9H19N6, 211.1666; found, 211.1675. 
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第四節 Int-C’2副生成物 Cyclic-C’の誘導化及び構造決定 
グアニジノ基の保護基を検討したが、Int-B’ (11)や Int-C’ (12)は得られなかった。しかし、
1.3.4.で得られた副生成物は興味深いものであった。NMRから環状構造を有することが推測さ
れた。しかし、Int-C’2 (24)との分離は困難であった。そこで、副生成物は、Int-C’2 (24)から生
成したものであると推定し、Int-C’2 (24)からの変換を試み、副生成物の構造を明らかにしようと
した。 
 
1.4.1. Int-C’2 (24)から Cyclic-C’ (28)への変換 (MeOH-AcOH) 
1.3.2.で単一成分として得た Int-C’2・2TFA (24)を用いて、変換条件を検討した。TFA で脱
保護した際には、この副生成物が得られなったことから、Cbzの脱保護に使用した Pd/Cが何ら
かの影響を与えていると考えた。また、副生成物の分子イオンピークが m/z 209 ([M+H]+)であ
ったため、Int-C’2 (24)(m/z 211)から酸化された化合物であると考え、開放系で反応させる必要
があると推測した。酸性条件下 (MeOH-AcOH, 5:1, v/v )で、Pd/C存在下、開放系で撹拌した
が、環化副生成物は得られなかった (Figure 1-2A)。 
 
1.4.2. Int-C’2 (24)から Cyclic-C’ (28)への変換 (MeOH-pyridine) 
1.4.1.では、Int-C’2 (24) の窒素がプロトン化されていて、求核性が落ちている。次に、塩基
性条件で反応させた。用いた Int-C’2 (24)が TFA の塩であったため、中和させる必要もあると
考えた。MeOH-pyridine (100:1, v/v)中、Pd/C 存在下、開放系で撹拌したところ、環化副生成
物の生成を確認した。しかし、Int-C’2 (24)と環化体が約 1:1に留まった (Figure 1-2B)。 
 
1.4.3. Int-C’2 (24)から Cyclic-C’ (28)への変換 (MeOH-NH3 aq) 
2 M NH3 aq で pH 8にして、反応を行った。MeOH-NH3 aq (pH 8)中、Pd/C存在下、開放系
で撹拌したところ、Int-C’2 (24)は定量的に誘導化され、環化副生成物の生成を確認した 
(Figure 1-2C, Scheme 1-6)。高分解能 MS の結果から生成物の分子イオンは、C9H17N6
+
 
([M+H]
+
)と推定された。1H NMRでは、メチル基のプロトンのケミカルシフトが 1.17 ppmから
1.04 ppmへ高磁場シフトした。また、HSQC より 2.0 ppm-2.4 ppm付近と、3.3 ppm-3.5 ppm付
近に 4 組の非等価なプロトンが観測された。これらより、環状構造が推定された。COSY 及び
HMBC相関より、三環性化合物 Cyclic-C’ (28)と決定した (Figure 1-3, Table 1-1)[81,82]。さらに、
NOESY1D より、H-6b と 12-aへの相関が観測された (Figure 1-5)ことから、STX (1)と同様に 6
位と 12位は synであることが示唆された。 
STX (1)
[83,84]とのNMRの比較では、10位、11位の 1H及び 13Cのケミカルシフトが近い値を
示していた。アミナール 4 級炭素については、STX (1)の 4 位の 13C のケミカルシフトが 83.1 
ppmであるのに対し、Cyclic-C’(28)の 4位の 13Cのケミカルシフトは 95.3 ppm とさらに低磁場
シフトしていた。また、STX (1)の 5位の 13Cのケミカルシフトが 57.3 ppmであるのに対し、85.5 
ppm と大きく低磁場シフトしていた。これらは、STX (1)が、5員環-6員環-5員環の縮合環であ
るのに対し、Cyclic-C’ (28)は 5 員環-5 員環-5 員環の縮合環であるためであると考えた。分子
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式を満たす構造は、他にも考えられたが、いずれも NMR のシフトを説明できなかった。このこ
とから、Pd/C存在下で生成した化合物が Cyclic-C’ (28)であると決定した。 
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Figure 1-2. 
1
H NMR spectra of the reaction products using MeOH-AcOH (A), MeOH-pyridine 
(B) and MeOH-NH3 aq. (C) as solvent. (NMR solvent; CD3OD) 
 
 
Scheme 1-6. Conversion from Int-C’2 (24) to Cyclic-C’ (28).[81] 
  
A
B
C
(ppm)
L-Ornithine (17)
Int-C’2 (24)
23
Cyclic-C’ (28)
(Int-C’2 : Cyclic-C’ = 2 : 1, mol / mol) 
27
Int-C’2 (24) Cyclic-C’ (28)
23 
 
 
Figure 1-3. Structures of Cyclic-C’ (28) and STX (1)[83]. 
 
Table 1-1.  NMR data of Cyclic-C’[81] and STX[83,84]. 
Positon 
Cyclic-C’ (in CD3OD) 
  
STX (in D2O) 
 
1
H 
(ppm) 
mult, J (Hz) 
13
C 
(ppm) 
15
N 
(ppm) 
  
1
H 
(ppm) 
mult, J (Hz) 
13
C 
(ppm) 
15
N 
(ppm) 
1 
   
101 
    
81 
2 
  
160.6 
    
156.8 
 
3 
   
105 
    
103 
4 
  
94.8 
    
83.2 
 
5 
  
84.7 
  
4.33 s 57.8 
 
6 2.05 dq (15.6, 7.2) 
29.1   3.47 m 53.8  
 2.13 dq (15.6, 7.2)    
7 
   
101 
    
88 
8 
  
159.0 
    
158.5 
 
9 
   
105 
    
ND 
10 
3.43 m 
47.3  
 
3.40 m 
43.8  
3.53 m 
 
3.18 m 
 
11 
2.36 m 
26.5  
 
2.00 m 33.8  
2.39 m 
  
12 
2.19 m 
31.6  
   
99.4  
2.29 m 
  
13 
1.06 t (7.2) 
7.8  
 
3.88 
m 64  
2.05 dq(15.6, 7.2) 
 
3.65 
 
14 -  -         159.7   
Cyclic-C’: 600 MHz (
1
H NMR), 151 MHz (
13
C NMR), solvent CD3OD. The signals of CHD2OD (3.30 ppm) and 
13
CD3OD 
(49.8 ppm) were used as internal references in 
1
H NMR and 
13
C NMR, respectively. 
STX: 270 MHz (
1
H NMR), 68 MHz (
13
C NMR), solvent D2O. The signals of chloroform (7.27 ppm) and dioxane were used 
as internal references in 
1
H NMR and 
13
C NMR, respectively. Solvent, CD3COOD/D2O (4:96) for 
15
N NMR. (ND, not 
dermined) 
 
 
  
Cyclic-C’ (28) STX (1)
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Figure 1-4. The 
1
H NMR spectrum of 28 (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure 1-5. The NOESY1D spectra of 28 (CD3OD). Irradiated at 2.04 ppm (H6b).  
H13
H10a
H10b
H11a,b
H12a,b
H6a,b
CHD2OD
H13
H12a
H6b
H13
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Figure 1-6. The 
13
C NMR spectrum of 28 (CD3OD, 151 MHz). 
 
 
Figure 1-7. The COSY spectrum of 28 (CD3OD).  
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Figure 1-8. The HSQC spectrum of 28 (CD3OD). 
 
 
Figure 1-9. The HMBC spectrum of 28 (CD3OD). 
27 
 
 
Figure 1-10. The 
15
N-HMBC spectrum of 28 (CD3OD). 
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1.4.4. 生成メカニズムの推定 
Int-C’2 (24)から Cyclic-C’ (28)の環化には Pd (0)、塩基、空気が必要であった結果を基に、
反応機構を推定した(Figure 1-11)[81]。Cyclic-C’ (28)の生成には、2-aminoimidazoleの C=C二
重結合に対し、Pd (0)が配位し、酸化的付加により、Aを経て Bが生成する。さらに、guanidine
の C=N 二重結合に酸化的付加し、C となった後、還元的脱離により D が生成する。D は、空
気中の酸素による酸化を受け、環化化合物 Cyclic-C’ (28)に変換されると推定した。塩基は、
TFA 塩を中和するために、作用すると考えた。類似の環化反応も報告[85,86]がなされているが、
Cu や PhI(OAc)2 (超原子価ヨウ素試薬)などの酸化剤が必要な点、2 価 Pd (Pd(TFA)2、
Pd(OAc)2)である点などが異なる。 
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Figure 1-11. The plausible mechanism for cyclization of 24.
[81]
 
  
entry additive yield
1 AcOH n.r.
2 Pyridine 50%
3 NH3 aq quant.
4 NaHCO3 quant.
n.r. = no reaction
Int-C’2 ・2TFA (24) Cyclic-C’ (28)
A
B
C
D
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1.4.5. 実験項 
Cyclic-C’ (28) 
Int-C’2・2TFA (24) (8.1 mg, 0.018 mmol)をMeOH (2 mL)に溶解し、2 M NH3 aq を加え、
pH 8-9にした。さらに、10% Pd/C (4.8 mg)を加え、空気中、室温で 24時間反応させた。セライ
トを詰めたオープンカラムでろ過した。溶媒を減圧留去し、ラセミ体 Cyclic-C’ (28)を 2TFA塩と
して得た (7.5 mg, 0.017 mmol, 93%)。 
IR (ATR): 3273, 2957, 2871, 1676, 1600, 1475, 1202 cm
-1
; 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 
3.54 (H-10, m, 1H), 3.43 (H-10, m, 1H), 2.39 (H-11, m, 1H), 2.36 (H-11, m, 1H), 2.29 (H-12, m, 
1H), 2.19 (H-12, m, 1H), 2.13 (H-6, dq, J = 15.6, 7.2 Hz, 1H), 2.05 ppm (H-6, dq, J = 15.6, 7.2 
Hz, 1H), 1.06 (H-13, t, J = 7.2 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, CD3OD): δ = 160.6 (C-2), 159.0 
(C-8), 94.8 (C-4), 84.7 (C-5), 47.3 (C-10), 31.6 (C-12), 29.1 (C-6), 26.5 (C-11), 7.8 ppm (C-13); 
15
N NMR (60.8 MHz, CD3OD): 105 (N-3 or N-9), 101 ppm (N-1 or N-7); HRMS (FAB) (m/z): 
[M+H]
+
 calcd. for C9H17N6, 209.1509 ; found, 209.1511. 
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第五節 藍藻 Anabaena circinalis、渦鞭毛藻 Alexandrium tamarenseからの抽出 
前節までに合成した Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)と副生成物であった Cyclic-C’ (28)が、麻痺性
貝毒生産生物に存在するのか、分析用のサンプルの調製を行った。 
 
1.5.1. 分析サンプルの調製 (有毒藍藻 Anabaena circinalis (TA04)[6,75]) 
由来 
オーストラリア CSIRO の S. Blackburn 博士により、1993 年 1 月、Victoria 州 Tullaroop 
Reservoir で採取され、単一トリコームから確立され、大島名誉教授 (東北大学大学院生命科
学研究科) を介し、瀬戸内海区水産研究所の及川博士から分与していただいたクローン株で、
主に C1、C2を生産する。 
 
培養条件 
 温度：17°C 
 明暗周期：16時間明/8時間暗サイクル 
 培養規模：250 mL容の培養容器で 150~200 mL 
 培地：CB’培地[75] 
 照度：約 30 mE-2S-1 
 
方法 
継代後、7 日間培養した Anabaena circinalis (TA04)の培養液 (25 mL, 細胞密度: 415.8 
μg/mL、第四章第一節を参照)をグラスファイバー濾紙 (ADVANTEC, GA100, ø47 mm)で減
圧濾過した。濾紙ごとコニカルチューブ (10 mL容)に移し 0.5 M AcOH 2 mLを加え、氷上で
超音波破砕し、上清をマイクロチューブに移し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清を
Cosmospin filter H (Nacalai Tesque, Inc.)で処理した。この内、200 μLを取り、2 M NH3 aq.で
pH 7-8に調整した。パスツールピペットに充填した弱陽イオン交換担体Macro-Prep CM (400 
μL vol.)に、抽出液を供し、水 (1.2 mL)で洗浄後、HCOOH/MeOH/H2O (0.1:50:50, v/v/v, 2.0 
mL)で溶出させた。一度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 100 μLに再溶解し、LC-MS分析用の
サンプルとした。 
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1.5.2. 分析サンプルの調製 (無毒藍藻 Anabaena circinalis (NIES-1645)[87]) 
由来 
国立環境研究所 (つくば市)から分与頂いた PSTs 非生産株。2001 年に、千葉県印旛沼で
採取された。 
 
培養条件 
 温度：17°C 
 明暗周期：16時間明/8時間暗サイクル 
 培養規模：250 mL容の培養容器で 150~200 mL 
 培地：CB’培地[75] 
 照度：約 30 mE-2S-1 
 
方法 
継代後、16日間培養した A. circinalis (NIES-1645)の培養液 (100 mL)を遠心分離 (3,600 
g, 5min, 4°C)した。上清を除き、沈渣をマイクロチューブに移し、再度遠心分離 (3,600 g, 5 
min, 4°C)した。上清を除き、凍結乾燥し、細胞を乾燥重量として 12.4 mg 得た。
CH3CN/H2O/HCOOH (80:20:0.1, v/v/v) 200 μL を加え、氷上で超音波破砕し、遠心分離
(20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清を取り、沈渣に対し、CH3CN/H2O/HCOOH (80:20:0.1, v/v/v) 
200 μLを加え、撹拌し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。この操作を繰り返し、上清を合
わせた。予め、CH3CN/H2O/HCOOH (10:90:0.1, v/v/v) 500 μL、CH3CN/H2O/HCOOH 
(80:20:0.1, v/v/v) 500 μLで平衡化した ZIC-HILIC SPE (Merck Millipore Corporation, 50 mg)
に 、 上 清 を 供 し た 。 CH3CN/H2O/HCOOH (80:20:0.1, v/v/v) 500 μL で 洗浄後 、
CH3CN/H2O/HCOOH (50:50:0.1, v/v/v) 500 μLで溶出し、LC-MS分析用のサンプルとした。 
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1.5.3. 分析サンプルの調製 (有毒渦鞭毛藻 Alexandrium tamarense (Axat-2)[76–78]) 
由来 
1993 年、岩手県大船渡湾で採取された、クローン培養株である。主に C2、GTX4、neoSTX
を生産する。 
 
培養条件 
温度：15℃ 
明暗周期：12時間明/12時間暗サイクル 
培養規模：250 mL容の培養容器で 200 mL 
培地：T1改変培地
[76,88]
 
 
方法 
継代後、7 日間培養した A. tamarense (Axat-2)の培養液 (9 mL、細胞密度: 2.8 × 104 
cells/mL)を遠心分離 (1,500 g, 5 min, 4°C )した。上清を除き、残渣に対して、0.5 M AcOH 
600 μL を加え、氷上で超音波破砕し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清を
Cosmospin filter Hで処理した。この内、300 μLを取り、2 M NH3 aq.で pH 7-8に調整した。パ
スツールピペットに充填した弱陽イオン交換担体Macro-Prep CM (400 μL vol.)に、抽出液を
供し、水 (1.2 mL)で洗浄後、HCOOH/MeOH/H2O (0.1:50:50, v/v/v, 2.0 mL)で溶出させた。一
度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 50 μLに再溶解し、LC-MS分析用のサンプルとした。 
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1.5.4. 分析サンプルの調製 (無毒渦鞭毛藻 Alexandrium tamarense (UAT-014-009)[76–78]) 
由来 
1993 年、岩手県大船渡湾で採取された、クローン培養株である。麻痺性貝毒を生産しない
無毒株である。 
 
培養条件 
温度：15℃ 
明暗周期：12時間明/12時間暗サイクル 
培養規模：250 mL容の培養容器で 200 mL 
培地：T1改変培地
[76,88]
 
 
方法 
継代後、15 日間培養した A. tamarense (UAT-014-009)の培養液 (80 mL)を遠心分離 
(1,700 g, 5min, 4°C)した。上清を除き、沈渣をマイクロチューブに移し、再度遠心分離 (1,700 
g, 5min, 4°C)した。上清を除き、凍結乾燥し、細胞を乾燥重量として 10.8 mg 得た。
CH3CN/H2O/HCOOH (80:20:0.1, v/v/v) 200 μL を加え、氷上で超音波破砕し、遠心分離
(20,000 g, 5min, 4°C )した。上清を取り、沈渣に対し、CH3CN/H2O/HCOOH (80:20:0.1, v/v/v) 
200 μLを加え、撹拌し、遠心分離 (20,000 g, 5min, 4°C )した。この操作を繰り返し、上清を合
わせた。予め、CH3CN/H2O/HCOOH (10:90:0.1, v/v/v) 500 μL、CH3CN/H2O/HCOOH 
(80:20:0.1, v/v/v) 500 μL で平衡化した ZIC-HILIC SPE (50 mg)に、上清を供した。
CH3CN/H2O/HCOOH (80:20:0.1, v/v/v) 500 μLで洗浄後、CH3CN/H2O/HCOOH (50:50:0.1, 
v/v/v) 500 μLで溶出し、LC-MS分析用のサンプルとした。 
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第六節 定性分析 (arginine (2), Int-A’ (10), Int-C’2 (24), Cyclic-C’ (28)) 
合成した化合物を LC-MS の標品として、これら化合物が藍藻、渦鞭毛藻の麻痺性貝毒生
産株、非生産株の抽出物に存在するのか、分析を行った。 
  
方法 
第四節で調製した抽出液を HILIC-UPLC-Q-TOF-MSで測定した。 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
positive ionization mode 
capillary: 4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
結果と考察 
Arginine (2)と合成標品は、それぞれ[M+H]+で観測され、分離も良好であった。それぞれの
保持時間は、9.0min (2)、4.9 min (10)、4.0 min (24)、5.0 min (28)であった。第五節で調製した
藍藻、渦鞭毛藻の抽出液を同条件で分析したところ、全ての株で arginine (2)が存在すること
が明らかになった。有毒藍藻 A. circinalis (TA04)、有毒渦鞭毛藻 A. tamarense (Axat-2)では、
Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)に相当するピークが観測された (Figure 1-12)。さらに、Figure 1-13に
示したように、これらのMS/MSのフラグメントパターンを比較したところ、いずれも標品と一致し
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た。興味深いことに、第三節で Int-B’ (11)や Int-C’ (12)の合成を試みた際に得られ、さらに
Int-C’2 (24)から Pd/C 存在下で誘導された Cyclic-C’ (28)と一致するピークが、A. circinalis 
(TA04)、A. tamarense (Axat-2)に存在した(Figure 1-12)。MS/MSのパターンも一致したことから、
Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)と共に、Cyclic-C’ (28)も麻痺性貝毒生産株には存在することが示唆さ
れた[80,81]。EIC 209.1509 ± 0.01では、Cyclic-C’ (28)と一致するピーク以外にも、複数のピーク
が観測された。これら化合物の構造は不明であるが、分子イオンピークの精密質量が
C9H17N6
+
 ([M+H]
+
)であり、N 原子が多く分子内にグアニジノ基を有することが推測されため、
麻痺性貝毒の生合成に関連する化合物であることが考えられる。 
一方、無毒藍藻 A. circinalis (NIES-1645)、無毒渦鞭毛藻 A. tamarense (UAT-014-009)では、
Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)に相当するピークは検出されなかった。この結果、10、
24、28 が麻痺性貝毒の生産性と関連していたため、麻痺性貝毒の生合成に関与する化合物
だと示唆された。 
第一節で示したように、Kellmannらが推定した中間体 Int-B’ (11) (m/z 229.1771)の探索も行
ったが、相当するピークは検出されなかった。 
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Figure 1-12. The LC-MS extracted ion chromatograms (EICs) of authentic standards and the 
extracts of A. circinalis (TA04), A. circinalis (NIES-1645), A. tamarense (Axat-2) and A. 
tamarense (UAT-014-009) for arginine (2), In-A’ (10), Int-C’2 (24) and Cyclic-C’ (28). 
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Figure 1-13. The MS/MS spectra of authentic standards and the extracts of A. circinalis (TA04) 
and A. tamarense (Axat-2). The sweeping collision energies were 21-105 eV (for 2) and 40-120 
eV (for 10, 24 and 28), respectively. 
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第七節 生合成経路の推定及び考察 
第一節で、先行研究により推定された化合物に相当するピークが存在するのか、藍藻及び
渦鞭毛藻の抽出物を網羅的に分析したところ、Kellmann らの推定経路がより有力であった。
実際に、Kellmann らが推定した中間体 Int-A’ (10)が麻痺性貝毒生産株 (TA04、Axat-2)に存
在することを明らかにした。しかし、10 から変換、生成する化合物として推定された Int-B’ (11)
を合成することは出来なかった。分子内に、ケトン基とグアニジノ基が存在し、容易に脱水環化
反応が進行すると予想された。実際には、環化体の Int-C’ (12)が生成し、異性化したアミノイミ
ダゾール Int-C’2 (24)が得られた。Int-C’2 (24)も TA04 と Axat-2 の抽出物に存在していた。
Kellmann らはここまでの生合成について、 4 つのドメインから構成される sxtA 
(sxtA1:SAM-dependent methyltransferase, sxtA2:GCN5- related N-acetyltransferase, sxtA3:acyl 
carrier protein, sxtA4:class II aminotransferase)によりコードされたタンパクにより、arginine (2)へ
プロピオニルユニットが導入され、Int-A’ (10)が生成し、amidinotransferase type I と相同性が
高い sxtG によりコードされる酵素によりアミジノ化され Int-B’ (11)が生成するとした[63]。さらに
SxtB/SxtCにより Int-C’ (12)へ変換されると考えていた。しかし、sxtBは Cytidine deaminase と
相同性があることや、sxtCは機能未知であることからも、我々は、これら遺伝子によりコードされ
たタンパクは、11から 12への変換には関与していないと考えた。生物中では、Int-A’ (10)から
amidinotransferase (SxtG)によりアミジノ化されると、化合物が不安定であるため、自発的に脱
水環化反応、続く異性化が進行した Int-C’2 (24)へ変換されていると考えた。つまり、環化反応
は、非酵素的であると推定した。 
さらに、24からは STX (1)と似た骨格を有した Cyclic-C’ (28)へ変換される。その後、一度酸
化され (29-30)、ワーグナー・メーヤワイン転位様の転位反応により環拡大が進行 (32-33)す
れば、5,6,5 員環が構築できると考えた。これらの結果から、新たな生合成を推定した (Figure 
1-14)。 
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Figure 1-14. The firstly proposed biosynthetic pathway toward STX in this study. 
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小括 
生合成経路を明らかにするために、第一節では、先行研究で提唱された生合成中間体に
ついて検証を行った。その結果、Kellmann らが提唱した生合成経路がより合理的であるとした。
この結果を基に、第二節、第三節では、初期中間体を予想し、LC-MSの標品とするために、
化学合成を行った。 
第四節では、Int-C’2 (24)を合成する際に得られた副生成物 Cyclic-C’ (28)の構造を明らか
にし、Int-C’2 (24)からの生成機構を推定した。Pd/C存在下で環化するという興味深い知見を
得た。 
第五節で調製した藍藻、渦鞭毛藻の抽出物と合成した標品を用い、第六節で HILIC- 
UPLC-Q-TOF-MSで分析を行った。その結果、麻痺性貝毒生産株からは、共通して
Int-A’(10)、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)が同定された。一方、無毒株からは、これらは検出され
なかった。 
第七節では、これらの結果を基に新たに生合成経路を推定した。第二章では、この生合成
経路が妥当であるのか、安定同位体を用いた取り込み実験を行うことで検証した。 
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第二章 推定中間体の安定同位体標識体の合成及び取り込み実験 
 第一章で同定した推定中間体が、実際に麻痺性貝毒の生合成前駆体であるのか、我々
の推定経路が正しいのか明らかにするために、安定同位体を用いた取り込み実験を行った。
Shimizu らが行ったように[59–62]、安定同位体標識体を藍藻の培地に添加し、最終生成物であ
る麻痺性貝毒に取り込まれるのか否かで、生合成前駆体であるか判断できると考えた。 
 
第一節 安定同位体(15N)標識体 Arginine、Int-A’、Int-C’2、Cyclic-C’の合成 
安定同位体には、15Nを用いた。Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)の標識体は、出発
原料の L-ornithine (17)に標識されたものを用いることで、第一章と同様の方法で合成した[89]。
また、arginine (2)はアミジノトランスフェラーゼの基質にもなることが考えられるため、アミジノ部
位に標識が入ったものは不適当であり、市販品ではなく、2, 6位が特異的に標識化されたもの
を新たに合成した。 
 
2.1.1. 標識体[2,6-15N2]arginine (2’)、[2,6-
15
N2]Int-A’ (10’)の合成 
出発原料に [2,5-15N2]L-ornithine (17’)を用い、第一章第二節と同様の方法により、
[2,6-
15
N2]Int-A’ (10’)を 2TFA塩として、合成した。また、比較実験に用いるために、arginine (2)
の標識体の合成も行った。10’を合成する際に得た、18’を TFAで脱保護し、[2,6-15N2]arginine 
(2’)を 2TFA塩として得た (Scheme 2-1)[89]。 
 
2.1.2. 標識体[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)、[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)の合成 
出発原料に [2,5-15N2]L-ornithine (17’)を用い、第一章第三節と同様の方法により、
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)を 2TFA 塩として、合成した。 Pd/C を用いた環化反応により
[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)を得た。28’は最後に逆相系カラムで精製し、2HCOOH 塩として得た
(Scheme 2-2)
[89]。 
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Scheme 2-1. Synthesis of 
15
N-labeled arginine (2’) and Int-A’ (10’)[89]. 
 
 
Scheme 2-2. Synthesis of 
15
N-labeled Int-C’2 (24’) and Cyclic-C’ (28’)[89]. 
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[2,5-15N2]L-ornithine (17’) 21’ [2,7-
15N2]Int-C’2 (24’) [3,9-
15N2]Cyclic-C’ (28’)
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2.1.3. 実験項 
[2,6-
15
N2]Arginine (2’) 
第一章第二節の方法に従い合成した carboxylic acid 18’を脱保護し、[2,6-15N2]arginine (2’)
を TFA塩として得た。 
1
H NMR (600 MHz, D2O): δ = 4.02 (H-2, t, J = 6 Hz, 1 H), 3.17 (H-5, t, J = 7.2 Hz, 2 H), 1.92 
(H-3, m, 2 H), 1.65 ppm (H-4, m, 2 H); 
13
C NMR (151 MHz, D2O): δ = 171.6 (C-1), 156.5 
(C-7), 52.3 (C-2), 40.1 (C-5), 26.7 (C-3), 23.6 ppm (C-4); 
15
N NMR (60.8 MHz, D2O): δ = 82.6 
(N-6), 37.3 ppm (N-2); HRMS (ESI
+
) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C6H15N2
15
N2O2, 177.1130; found, 
177.1131. 
 
[2,6-
15
N2]Int-A’ (10’) 
2TFA塩として得た。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 4.15 (H-6, dd, J = 7.3, 4.1 Hz, 1 H), 3.19 (H-3, t, J = 6.6 Hz, 
2 H), 2.65 (H-8, m, 1 H), 2.54 (H-8, m, 1 H), 2.02 (H-5, m, 1 H), 1.82 (H-5, m, 1 H), 1.67 (H-4, 
m, 1 H), 1.55 (H-4, m, 1 H), 1.05 ppm (H-9, t, J = 7.2 Hz, 3 H); 
13
C NMR (151 MHz, CD3OD): 
δ = 208.0 (C-7), 159.6 (C-1), 60.1 (C-6), 42.5 (C-3), 34.0 (C-8), 28.7 (C-5), 26.1 (C-4), 8.3 ppm 
(C-9); 
15
N NMR (60.8 MHz, CD3OD): δ = 81.5 (N-2), 31.8 ppm (N-6); HRMS (ESI
+
) (m/z): 
[M+H]
+
 calcd. for C8H19N2
15
N2O, 189.1494; found, 189.1512.  
 
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) 
2TFA塩として得た。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 3.18 (H-3, t, J = 6.8 Hz, 2 H), 2.53 (H-5, td, J = 7.9, 2.7 Hz, 
2 H), 2.47 (H-11, q, J = 7.6 Hz, 2 H), 1.82 (H-4, m, 2 H), 1.17 ppm (H-12, t, J = 7.5 Hz, 3 H); 
13
C NMR (151 MHz, CD3OD): δ = 159.5 (C-1), 148.8 (C-8), 126.1 (C-10), 121.8 (C-6), 42.2 
(C-3), 30.0 (C-4), 22.1 (C-5), 16.5 (C-11), 15.0 ppm (C-12); 
15
N NMR (60.8 MHz, CD3OD): δ 
= 133.0 (N-7), 81.5 ppm (N-2); HRMS (ESI
+
) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C9H19N4
15
N2, 213.1606; 
found, 213.1616. 
 
[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’) 
28’は最終段階で、逆相系カラム (column; Inertsustain C18 column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, 
GL Sciences Inc., solvent; MeOH/H2O/HCOOH 5:95:0.1, v/v/v, with the flow rate of 0.3 
mL/min, 12-14 min)で精製し、2HCOOH塩として得た。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 3.53 (H-10, m, 1 H), 3.42 (H-10, m, 1 H), 2.39 (H-11, m, 1 
H), 2.36 (H-11, m, 1 H), 2.28 (H-12, m, 1 H), 2.18 (H-12, m, 1 H), 2.12 (H-6, m, 1 H), 2.03 
(H-6, m, 1 H), 1.05 ppm (H-13, t, J = 7.4 Hz, 3 H); 
13
C NMR (151 MHz, CD3OD): δ = 161.3 
(C-2), 159.7 (C-8), 95.5 (C-4), 85.6 (C-5), 48.1 (C-10), 32.5 (C-12), 29.8 (C-6), 27.3 (C-11), 8.6 
ppm (C-13); 
15
N NMR (60.8 MHz, CD3OD): δ = 114.9 (N-3), 104.4 ppm (N-9); HRMS (ESI
+
) 
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(m/z): [M+H]
+
 calcd. for C9H17N4
15
N2, 211.1450; found, 211.1447. 
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第二節 有毒藍藻 Anabaena circinalis (TA04) における取り込み実験 
渦鞭毛藻 A. tamarense (Axat-2)では、外部から投与した化合物が一度分解された後に再度
取り込まれてしまう可能性があったので、藍藻 A. circinalis (TA04)を用いて実験を行った。第
一節で合成した 15N標識化合物を A. circinalis (TA04)の培地に添加し、培養後、収穫した細
胞抽出液を LC-MSで分析しアイソトープパターンから変換過程を明らかにしようとした。 
 
2.2.1. 添加条件の検討と[2,6-15N2]arginine (2’)の取り込み実験 
取り込み実験を行うために、添加濃度の検討を行った。Shimizu ら[59]は、arginine (2’) の前
駆体である、[2-13C, 2-15N]ornithine (17’’)を使った取り込み実験を行っていた (Figure 2-1)。こ
の時の条件は、予備培養を行った藍藻 Aphanizomenon flos-aquae (培養液 10 L) に対し、
17’’ (90 mg, 68 μM)を添加し、10日間培養を行い、収穫、精製し neoSTX (34)を得た。NMR
からラベル化した位置を決定し、生合成経路解明の一助とした。 
今回使用する藍藻は、種、株が異なるため、改めて条件検討が必要であると考えた。そこで、
positive control として[2,6-15N2]arginine (2’)を使い、添加濃度の検討を行った。 
 
培養条件 
 温度：17°C 
 明暗周期：16時間明/8時間暗サイクル 
 培地：CB’培地[75] 
 照度：約 30 mE-2S-1 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
positive / negative ionization mode 
capillary: 4500 V / −4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
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Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
方法 
予備培養した Anabaena circinalis (TA04)の培養液 (25 mL, 細胞密度: 143.7 μg/mL)に
CB’培地 25 mL と、[2,6-15N2]arginine (2’)をそれぞれ最終濃度 0 (= control), 20, 50, 100, 200 
μMになるように加えた。培養を行い、3、7日目に 10 mLずつ収穫した。それぞれ一部を取り、
細胞密度を測定した。 
このうち、50 μMになるように添加し、7日目に収穫したサンプルに含まれる麻痺性貝毒 C1 
(35)/C2 (36)のアイソトープパターンを比較した。C1 (35)/C2 (36)は、TA04株が生産する主要
な麻痺性貝毒であり、存在量が多い化合物であるため、分析に適当であると考えた (TA04に
含まれる各麻痺性貝毒の存在量は、第三章第六節に記載)。収穫は、グラスファイバー濾紙
(ADVANTEC, GA100, ø47 mm)で減圧濾過した。濾紙ごとコニカルチューブ (10 mL容)に移
し 0.5 M AcOH 2 mLを加え、氷上で超音波破砕し、上清をマイクロチューブに移し、遠心分離 
(20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清を Cosmospin filter Hで処理した。この内、100 μLを取り、2 
M NH3 aq.で pH 7-8に調整した。パスツールピペットに充填した活性炭 (500 μL vol.)に、抽出
液を供し、水 (1 mL)で洗浄後、AcOH/EtOH/H2O (5:50:45, v/v/v, 2.0 mL)で溶出させた。一度、
溶媒を留去し、0.5 M AcOH 50 μLに再溶解し、LC-MS分析用のサンプルとした。 
 
結果と考察 
Shimizu ら[59]は 68 μMで取り込み実験を行っていたが、今回の実験では 50 μM以上では
細胞増殖阻害及び細胞数の減少が見られた (Figure 2-2)。20 μMにおいても、細胞増殖は見
られなかった。これより、TA04株を用いた取り込み実験には5-10 μM程度で行わなければなら
ないと考えられた。また、今回着目した C1 (35)/C2 (36)は、positive ionization modeで測定す
ると、[M+H]+よりも[M+H−SO3]
+の分子種が大きく検出される。そのため、[M+H]+の感度の低
下と、バックグラウンドノイズが大きいため、アイソトープパターンが観測しづらい結果となった 
(Figure 2-3B)。そこで、negative ionization modeで測定を行った(Figure 2-3C)。この際には、
in-source fragmentationが抑えられ [M−H−SO3]
−は生成せず、[M−H]−だけが検出され感度が
向上するだけでなく、バックグラウンドノイズレベルも低下したため、アイソトープパターンの比
較に適していた。 
Positive control として、[2,6-15N2]arginine (2’)の添加により麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 (36)の一
部がラベル化し、アイソトープパターンに変化があると考えていた。二重標識体を用いたため 2’
が取り込まれると、生成したC1 (35)/C2 (36)は 2 Da大きい質量を持つことになる。しかし、実際
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には 50 μMで添加し、7日目に収穫した場合においても、アイソトープパターンは天然存在比 
(m/z 474, 100%; m/z 476, 12.4%)のままであった。2’の添加により、細胞増殖が抑えられ、二次
代謝産物の生産が行われなかったことが、一因と考えられた。また、arginine (2)は、二次代謝
産物の生産だけでなく、一次代謝にも利用される化合物であるため、添加した 2’が麻痺性貝
毒の生産に利用されなかったことも考えられた。 
Arginine (2)については、Shimizu らが報告しているので、本実験では追究しなかった。以降
の取り込み実験では、細胞増殖に影響を与えないであろう 5-10 μM程度の添加が適切だと考
えた。 
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Figure 2-1. The incorporation pattern of labeled ornithine (17’’) into neoSTX (34) conducted by 
Shimizu et al
[59]
. 
 
 
Figure 2-2. (A) Cultures of TA04 added 2’ (20, 50, 100, 200 μM) at day 7. The control was 
cultured without 2’. (B) Changes in concentrations of the cells in medium. 
 
  
Figure 2-3. Structures of C1 (35) and C2 (36) (A), isotopic patterns of C2 in positive ionization 
mode (B) and negative ionization mode (C), and the LC-MS extracted ion chromatograms 
(EICs) of C1 (35) and C2 (36) in the negative ionization mode (D).  
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2.2.2. [2,6-
15
N2]Int-A’ (10’) [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)、[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)の取り込み実験 
2.2.1.の結果を基に、15N標識化合物は最終濃度 5 μMになるように添加し、取り込み実験を
行った。予想生合成中間体の LC-MS 分析は positive ionization mode で、麻痺性貝毒 C1 
(35)/C2 (36)は negative ionization modeで測定した。 
 
培養条件 
 温度：17°C 
 明暗周期：16時間明/8時間暗サイクル 
 培地：CB’培地[75] 
 照度：約 30 mE-2S-1 
 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
positive / negative ionization mode 
capillary: 4500 V / −4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
方法 
予備培養では airationを行った。A. circinalis (TA04)の培養液 (25 mL, 細胞密度: 508.7 
μg/mL)に対し、CB’培地 25 mL と、各 10 mM [2,6-15N2]Int-A’ (10’)、 [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)、
[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)のMeOH溶液を 25 μL加えた (最終濃度 5 μM)。培養を行い、7、16
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日目に 25 mLずつ収穫した。収穫は、グラスファイバー濾紙 (ADVANTEC, GA100, ø47 mm)
で減圧濾過した。濾紙ごとコニカルチューブ (10 mL容)に移し 0.5 M AcOH 2 mL を加え、氷
上で超音波破砕し、上清をマイクロチューブに移し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C)した。上
清を Cosmospin filter Hで処理した。 
前処理は、中間体測定用と麻痺性貝毒測定用に分けて行った。中間体の測定用には、抽
出液の 100 μLを分注し、2 M NH3 aq.で pH 7-8に調整した。パスツールピペットに充填した
Cosmosil 140C18-OPN (100 mg) に 、 抽 出液 を 供 し 、 水  (700  μL) で 洗浄後 、
AcOH/MeOH/H2O (5:50:45, v/v/v, 1.1 mL)で溶出させた。一度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 
100 μLに再溶解し、LC-MS分析用のサンプルとした。麻痺性貝毒測定用には、抽出液の 100 
μLを分注し、2 M NH3 aq.で pH 5に調整した。パスツールピペットに充填した活性炭 (350 μL 
vol.)に、抽出液を供し、水 (700 μL)で洗浄後、AcOH/EtOH/H2O (5:50:45, v/v/v, 1.1 mL)で
溶出させた。一度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 100 μLに再溶解し、LC-MS分析用のサンプ
ルとした。 
 
結果と考察 
予想生合成中間体の LC-MS分析は positive ionization modeで、麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 
(36)は negative ionization modeで測定した。 
7 日目に収穫したものを分析したところ、標識体の添加により、それぞれの予想中間体のア
イソトープパターンが変化した (Figure 2-4)。Control と比較し、[2,6-15N2]Int-A’ (10’)を添加し
た場合では、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)のアイソトープパターンは、それぞれ 2Da 増加した
m/z 213、m/z 211が見られ、15N2ラベル化された Int-C’2 (24’)、Cyclic-C’ (28’)が生成したことを
示した。一方で、Int-A’ (10)の生合成の上流に位置すると考えられた arginine (2)のアイソトー
プパターンは、予想通り、Control と一致しており、ラベル化されないことを確認した。以上より、
Int-A’ (10)は、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)の前駆体であり、arginine (2)よりも下流に位置して
いる化合物であることが示唆された。同様に、[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)の添加時では、Cyclic-C’ 
(28)のラベル化が観測され、arginine (2)がラベル化されないことを確認した。Int-A’ (10)は、検
出限界以下であったが、これは添加により、生合成に影響が出ているためであると考えられる。
ただし、ラベル体の生成も確認されなかったので、24’から 10’へ変換されないことを示している。
これより、Int-C’2 (24)は、Cyclic-C’ (28)の前駆体であり、arginine (2)や Int-A’ (10)よりも下流に
位置している化合物であることが示唆された。[3,9-15N2]Cyclic-C’ (28’)の添加時では、arginine 
(2)、Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)のラベル化は確認できなかった。 
次に、7日目に収穫したものでの、麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 (36)のアイソトープパターンを比
較した (Figue 2-5)。添加した標識体が35、36の生合成前駆体であれば、35、36がラベル化し、
m/z 476 ([M−H+2]−)が増加するはずである。しかし、Control との差は見られなかった。培養期
間が十分ではなかったためであると考え、長くすることでラベル化が確認できないか、再度収
穫を行った。 
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引き続き培養を行い、16 日目に収穫し、麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 (36)のアイソトープパター
ンを比較した(Figue 2-6)。僅かではあったが、 [2,6-15N2]Int-A’ (10’)、 [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)
を添加した時に、m/z 476の存在比が増加していた。存在比から 36のラベル化率を算出すると、
4% (10’添加)、6% (24’添加)となった。一方、[3,9-15N2]Cyclic-C’ (28’)を添加した時には、ラベ
ル化は確認されなかった。この結果は、Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)が 36の生合成前駆体であり、
Cyclic-C’ (28)が前駆体ではないということを示唆した。しかし、ラベル化率が僅かであり、この
結果での議論は十分ではないと考えられた。 
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Figure 2-4. Isotopic patterns of arginine (2), Int-A’ (10), Int-C’2 (24) and Cyclic-C’ (28) in the 
cell extracts of control and 
15
N-labeled compounds (10’, 24’ or 28’) added samples at day 7. 
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Figure 2-5. Isotopic patterns of C1 (35) and C2 (36) in the cell extracts of control and 
15
N-labeled compounds (10’, 24’ or 28’) added samples at day 7. 
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Figure 2-6. Isotopic patterns of C1 (35) and C2 (36) in the cell extracts of control and 
15
N-labeled compounds (10’, 24’ or 28’) added samples at day 16.[89] 
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2.2.3. [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)、[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)の取り込み実験 (繰り返し添加) 
2.2.2.の結果より、一度のみの標識体の添加では麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 (36)への明瞭な取
り込み結果が得られなかった。そこで、10日または 11日毎に、培養液の半量を収穫し、残りの
半量に対し、新たな培地と標識体を添加し、C1 (35)/C2 (36)のアイソトープパターンの変化を
negative ionization modeで測定した。 
 
培養条件 
温度：17°C 
明暗周期：16時間明/8時間暗サイクル 
培地：CB’培地[75] 
照度：約 30 mE-2S-1 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
negative ionization mode (MS)、positive ionization mode (MS/MS) 
capillary: 4500 V / −4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
方法 
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予備培養した A. circinalis (TA04)の培養液 (40 mL, 細胞密度: 533.7 μg/mL (for 24’), 
576.5 μg/mL (for 28’))に対し、CB’培地 40 mL と、各 10 mM [2,7-15N2]Int-C’2 (24’)、
[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)のMeOH溶液を 40 μL加えた (最終濃 5 μM)。arirationしながら培養
を行った。10、20 (for 24’) または 21 (for 28’)、31日目にそれぞれ、40 mLずつ収穫した。収
穫は、グラスファイバー濾紙(ADVANTEC, GA100, ø47 mm)で減圧濾過した。濾紙ごとコニカ
ルチューブ (10 mL容)に移し 0.5 M AcOH 2 mLを加え、氷上で超音波破砕し、上清をマイク
ロチューブに移し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清をCosmospin filter Hで処理し
た。抽出液の 100 μLを分注し、2 M NH3 aq.で pH 7に調整した。パスツールピペットに充填し
た活性炭 (400 μL vol.)に、抽出液を供し、水 (1 mL)で洗浄後、AcOH/EtOH/H2O (5:50:45, 
v/v/v, 1 mL)で溶出させた。一度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 100 μLに再溶解し、LC-MS分
析用のサンプルとした。24’を添加し、31日目に収穫したものは、C1 (35)/C2 (36)のラベル化を
確認するために、MS/MS も測定した。 
 
結果と考察 
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)と[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)をそれぞれ繰り返し添加したが、TA04の細
胞増殖は良好であった。[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)を添加した時には、Figure 2-7 のように C1 
(35)/C2 (36)において、収穫毎に 2Da大きい m/z 476の存在比率が増加した。31日後には、
最大で存在比が 32.8 % (35)、32.6 % (36)となり、ラベル化率はそれぞれ 17 %となった。さらに、
24’添加前の抽出液に含まれる C2 (36)と、添加後 31日後の抽出液に含まれる 2Da大きい C2 
(36’)のMS/MSのパターンも比較した。Negative ionization modeでは開裂が起きなかったため、
positive ionization modeで測定した。Positive ionization modeでは、In-source CIDで開裂が
生じ、Figure 2-3B のように[M+H−SO3]
+がメインピークとして観測されるため、親イオンをそれ
ぞれ m/z 396.09 (C2 (36), [M+H−SO3]
+
)、398.09 (labeled-C2 (36’) , [M+H−SO3]
+
)に設定した。
得られたフラグメントパターンは、ラベル体の生成を支持した(FIguere 2-9)。これらの結果は、
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’)が C1 (35)/C2 (36)の生合成前駆体であることを示唆した
[89]。アミノ酸や
酢酸以外では初めての麻痺性貝毒生合成中間体を明確にした。一方で、[3,9-15N2]Cyclic-C’ 
(28’)を添加した際には、24’とは異なり、31日後においても、C1 (35)/C2 (36)のアイソトープパ
ターンが変化せず、C1 (35)/C2 (36)のラベル化は生じなかったと考えられた (Figure 2-10, 
2-11)。この結果は、Cyclic-C’ (28)が C1 (35)/C2 (36)の生合成前駆体であることを否定した
[89]。 
  
58 
 
 
Figure 2-7. Isotopic patterns of C1 (35) and C2 (36) in the sample repetitively added 
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) at day 0, 10, 20 and 31.
[89]
 
 
 
Figure 2-8. The changes of 
15
N2-labeled ratio of C1 (35) and C2 (36) in the sample repetitively 
added [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’). 
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Figure 2-9. The MS/MS spectra of C2 (36) in the extract of A. circinalis (TA04), and labeled-C2 
(36’) in the extract of TA04 at 31 day after repeated addtion of [2,7-15N2]Int-C’2 (24’) in MRM 
mode (positive ionization mode). The precursor ions were m/z 396.09 (C2 (36), [M+H−SO3]
+
) 
and 398.09 (labeled-C2 (36’), [M+H−SO3]
+
) width 3 Da. The sweeping collision energy was 
15–30 eV. The fragment ions at m/z 316.1542, 298.1287 of 31 and m/z 318.1314, 300.1222 of 
36’ are assignable to their [M+H−2SO3]
+
 and [M+H−2SO3− H2O]
+
, respectively. 
 
 
Figure 2-10. Isotopic patterns of C1 (35) and C2 (36) in the sample repetitively added 
[2,7-
15
N2]Cyclic-C’ (28’) at day 0, 10, 21 and 31.
[89]
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Figure 2-11. The changes of 
15
N2-labeled ratio of C1 (35) and C2 (36) in the sample repetitively 
added [2,7-
15
N2]Cyclic-C’ (28’). 
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第三節 Int-A’、Int-C’2、Cyclic-C’の細胞内外存在量の比較 
2.3.1. 細胞内外存在量の経時変化 
TA04を用いて、細胞内外の Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)の存在量の変化を分
析した。定量には、第三章第六節で確立した方法を用いた。 
 
培養条件 
温度：17°C 
明暗周期：16時間明/8時間暗サイクル 
培地：CB’培地[75] 
照度：約 30 mE-2S-1 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: API2000 (AB SCIEX, ESI)(triple quadrupole mass) 
Pump: LC-10AD (Shimadzu) 
Controller: SCL-10A (Shimadzu) 
Degasser: DGU-12A (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-20A (Shimadzu) 
Mass condition 
positive ionization mode 
sprayvoltage: 5500 V 
dry gas: nitrogen 
temperature: 500°C 
curtain gas: 40 
ion source Gas 1: 60 
ion source Gas 2: 80 
collision Gas: 6 
Column 
Develosil C30-UG (Nomura Chemical, 4.0 × 10 mm), TSKgel guardgel Amide-80 (Tosoh, 5 
μm, 2.0 × 10 mm), SeQuant®ZIC®-HILIC Guard (Merck KGaA, 2.1 × 20 mm) 
SeQuant
®
ZIC
®
-HILIC metal-free HPLCcolumn (Merck KGaA, 5 μm, 200 Å, 2.1 × 150 mm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
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0-3.1 min 100 % B, 3.1-6 min 85% B, 6-14 min 85-70% B, 14-16 min 70% B, 16.1-30 min 
85% B, 30.1-35 min 45% B, 35.1-49.9 min 85% B, 50-51 min 40% B, 51.1-62 min 100% B 
流速 0-3.05 min: 0.2 mL/min, 3.05-30 min: 0.3 mL/min 
 
方法 
予備培養した A. circinalis (TA04)の培養液 (150 mL)に対し、CB’培地 150 mLを加え、培
養を行い、2 日毎に 30 mL ずつ、10 日目まで収穫した。収穫は、グラスファイバー濾紙
(ADVANTEC, GA100, ø47 mm)で減圧濾過し、細胞と培養液に分けた。集めた細胞は、濾紙
ごとコニカルチューブ (10 mL容)に移し 0.5 M AcOH 2 mLを加え、氷上で超音波破砕し、上
清をマイクロチューブに移し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清を Cosmospin filter 
H で処理した。抽出液をカラムスイッチング法 (第三章第六節を参照)で Int-A’ (10)、Int-C’2 
(24)、Cyclic-C’ (28)の定量を行った。グラスファイバー濾紙を通過した、培養液のうち 8 mLを
分注し、パスツールピペットに充填した Cosmosil 140C18-OPN (100 mg)に、抽出液を供し、水
(2 mL)で洗浄後、AcOH/MeOH/H2O (5:50:45, v/v/v, 1.1 mL)で溶出させた。一度、溶媒を留
去し、0.5 M AcOH 400 μL に再溶解し、カラムスイッチング法で定量を行った。Cosmosil 
140C18-OPNでの回収率は、それぞれ 48% (Int-A’ (10))、37% (Int-C’2 (24))、73% (Cyclic-C’ 
(28))であった (第四章第二節参照)ため、存在量は回収率を考慮して、算出した。 
また、抽出液はポストカラム蛍光化 HPLC[90,91] (第三章第六節参照)において分析し、C1 
(35)/C2 (36)の経時変化についても求めた。 
 
結果と考察 
第二節の結果から麻痺性貝毒の生合成前駆体であると考えられた Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)
は、培養期間が長くなるとともに、より細胞内の存在量が増加した。一方、生合成前駆体では
ないと思われた Cyclic-C’ (28)は、細胞外に多く存在した。経時変化を見ると、顕著に細胞外
の存在量が増加したため、TA04は 28を細胞内から細胞外へ排出していると考えられた。 
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Figure 2-12. Comparison between intracellular and extracellular concentrations of 10, 24 and 28 
(A-C), and change of intracellular concentrations of 35 and 36 (D, E)
[89]
. Intercellular 
concentrations calculated as that cells are suspended in the medium. 
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第四節 Int-C’2から Cyclic-C’への in vitro変換実験 
第二節の結果から、Int-C’2 (24)からCyclic-C’ (28)が変換、生成することが確認された。しか
し、この反応は、化学合成する際にも見られた反応であったため、培地中の金属イオン等によ
る非酵素反応の可能性が考えられた。細胞破砕液を使った、in vitroでの変換反応を行い、酵
素が関与する反応であるのか確認した。 
 
2.4.1.  in vitro変換実験 
A. circinalis (TA04)の細胞を集め、超音波破砕して調製した粗酵素液を用いて、Int-C’2 
(24)から Cyclic-C’ (28)への変換を確認した。分析にはカラムスイッチング法[92]を用いた。 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: API2000 (AB SCIEX, ESI)(triple quadrupole mass) 
Pump: LC-10AD (Shimadzu) 
Controller: SCL-10A (Shimadzu) 
Degasser: DGU-12A (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-20A (Shimadzu) 
Mass condition 
positive ionization mode 
sprayvoltage: 5500 V 
dry gas: nitrogen 
temperature: 500°C 
curtain gas: 40 
ion source Gas 1: 60 
ion source Gas 2: 80 
collision Gas: 6 
Column 
Precolumn: Develosil C30-UG (Nomura Chemical, 4.0 × 10 mm), TSKgel guardgel 
Amide-80 (Tosoh, 5 μm, 2.0 × 10 mm), SeQuant®ZIC®-HILIC Guard (Merck KGaA, 2.1 × 
20 mm) 
Separation column: SeQuant
®
ZIC
®
-HILIC metal-free HPLCcolumn (Merck KGaA, 5 μm, 
200 Å, 2.1 × 150 mm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
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グラジエント条件 
0-3.1 min 100 % B, 3.1-6 min 85% B, 6-14 min 85-70% B, 14-16 min 70% B, 16.1-30 min 
85% B, 30.1-35 min 45% B, 35.1-49.9 min 85% B, 50-51 min 40% B, 51.1-62 min 100% B 
流速 0-3.05 min: 0.2 mL/min, 3.05-30 min: 0.3 mL/min 
 
方法 
予備培養した A. circinalis (TA04) (30 mL)を遠心分離 (2,500 g, 5 min)で、培地を除き、細
胞を集め 1 mL (5685.4 μg/ mL)にした。氷上で超音波破砕し、粗酵素液を得た。内在性の
Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)の存在量の測定用に、粗酵素液 (190 μL)を分注し、0.5 M AcOH 
(210 μL)加えた。インキュベーションの 0 hのサンプルは、粗酵素液 (190 μL)に対し、0.5 M 
AcOH (200 μL)を加えた後に、2 mM Int-C’2 (24) 10 μLを添加した。インキュベーションサンプ
ルは、粗酵素液 (190 μL)に対し、2 mM Int-C’2 (24) 10 μLを添加し、17°Cで、1 h インキュベ
ーションし、0.5 M AcOH (200 μL)を加えた。また、予め酵素を失活させるために、粗酵素液 
(190 μL)を 100°Cで 15分間処理をした後に、2 mM Int-C’2 (24) 10 μLを添加し、17°Cで、1 h 
インキュベーションし、0.5 M AcOH (200 μL)を加えサンプルも準備した。各サンプルは、遠心
分離 (2,000 g, 5 min)し、上清を Cosmospin filter Hで処理して分析サンプルとした。カラムス
イッチング法 (LC-MS/MS(MRM)、第三章第六節を参照)で Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)を分
析した。 
 
結果と考察 
TA04の粗酵素液に含まれる内在性の Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28)は、検出限界以下であり、
今回の分析には影響がないと思われた (Figure 2-13A)。Int-C’2 (24) (19.4 min)を加えて、イ
ンキュベーションすると Cyclic-C’ (28) (20.5 min)が生成することが確認された (Figure 2-13C)。
一方で、予め、加熱し酵素を失活させると Cyclic-C’ (28)の生成が抑えられた (Figure 2-13D)。
これより、24から 28への変換は、何らかの酵素が関与している可能性が高いが、酵素画分の
精製などで、より詳細な解析が必要だと思われた。また、いずれの場合もインキュベーションす
ると、0時間に比べ、Int-C’2 (24)の存在量が大きく低下していることから、分解か別の化合物
へ変換された可能性も考えられる。 
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Figure 2-13. Conversion experiment in vitro from Int-C’2 (24) to Cyclic-C’(28). 
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第五節 生合成経路とシャント経路の推定及び考察 
取り込み実験の結果から arginine (2)から変換された Int-A’ (10)が Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ 
(28)へ変換されることが示唆された。また、一度での添加では、最終生成物である C1 (35)/C2 
(36) の ラベル化の結果が明確ではなか っ た 。 し か し 、 [2,7-15N2]Int-C’2 (24’) 、
[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)を繰り返し添加することで、24’が取り込まれ 35、36がラベル化し、28’
では 35、36がラベル化しないことが確認された。この結果から、Int-C’2 (24)と、Int-C’2 (24)の
前駆体である Int-A’ (10)は、麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 (36)の生合成前駆体であるが、Cyclic-C’ 
(28)は Int-C’2 (24)から変換される化合物であるにも関わらず、生合成前駆体ではないことが
示唆された (Figure 2-14)。また、24’を添加した際の 35、36 のラベル化率の経時変化を比較
すると、36 のラベル化が先に起き、その後に 35 のラベル化率が増加した様子が観測された 
(Figure 2-8)。この結果は、TA04は 36を生産し、36の安定性から 11位のエピメリ化が進行し、
35が生成したことを反映している。C2 (36)の 12位の gem-diolがケト構造 (37)となり、エノール
化 (38)し、ケト構造に戻るときに、epimerization を起こし、39 を経て、35 が生成しているとされ
ている (Figure 2-15)[93]。また、推定中間体の存在量の経時変化を、A. circinalis (TA04) TA04
の細胞内外で比較したところ、 Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)は細胞内により多く存在したが、
Cyclic-C’ (28)は細胞外に多く存在した。これらを総合し、生合成経路をFigure 2-14のように改
訂した。Cyclic-C’ (28)は、代謝、排出に関与していると考え、生合成経路から分岐するシャン
ト経路が存在していると推定した。この経路は、麻痺性貝毒生合成中間体の存在量に応じて、
機能しており、過剰の中間体を 28へ変換することで、生合成の調整を担うと考えた。 
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Figure 2-14. The biosynthetic pathway and shunt pathway based on incorporation 
experiments.
[89]
 
 
 
Figure 2-15. The epimerization from C2 (36) to C1 (35) via the keto-enol tautomerism of 
C-12.
[93]
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小括 
第一章で同定した推定生合成中間体が、実際に麻痺性貝毒の前駆体であるのか明らかに
するために、藍藻 Anabaena circinalis (TA04)で取り込み実験を行った。 
第一節では、それぞれの安定同位体 (15N)標識体を合成した。第二節では、添加条件の検
討を行い、Int-A’ (10)から Int-C’2 (24)を経て、Cyclic-C’ (28)が生成することを明らかにした。さ
らに、[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)、[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’)の繰り返し添加を行い、Int-C’2 (24)が
麻痺性貝毒生合成 C1 (35)/C2 (36)の前駆体であることと、間接的ではあるが Int-A’ (10)も 35、
36 の前駆体であることが示唆された。Cyclic-C’ (28)は、35、36 の生合成前駆体ではなかった
が、第三節の結果とともに、この化合物の存在は生合成経路から分岐するシャント経路の存在
を示唆した。 
第四節では、これらの結果を基に生合成経路を改訂した。当初、Saxitoxin骨格の特徴的な
5,6,5 員環は、一度 5,5,5 員環を有する Cyclic-C’ (28)から環拡大が起き、構築されると想定し
ていた。しかし、28 がシャント化合物であったため、環構築のメカニズムは未だに不明である。
新たな知見を得るために、第三章では安定同位体を指標にした新規生合成中間体の探索を
行った。 
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第三章 麻痺性貝毒生合成中期中間体の探索及び同定 
 Cyclic-C’ (28)が生合成前駆体ではなかったため、我々が当初考えていた転位反応によ
る 5,6,5 員環構築というメカニズムでは、麻痺性貝毒は生合成されない。そのため、
Int-C’2 (24)から変換、生成する生合成中間体の同定が重要であると考えた。そこで、第
二章で行った取り込み実験の結果を再解析し、安定同位体を含有する新規生合成中間体
の探索及び同定を試みた。 
 
第一節 安定同位体 (15N)を指標とした、新規生合成中間体の探索及び構造推定 
第二章第一節で用いた、[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)を添加し、7日目に収穫したサンプルと何も
添加していない Controlを LC-MSで分析し、陽イオンを網羅的に比較した。比較には、ヒー
トマップを利用した(Figure 3-1)。ヒートマップは、LC-MSの分析結果を、x軸を保持時間、y軸
を m/z、イオン強度を色の濃淡で示して、メタボローム解析のような網羅的な解析に利用された
いる[94,95]。検出された陽イオンのうちで、精密質量より分子内に 15N を二つ有しているものを
探索した。その結果、C9H19N4
15
N2O
+
 ([M+H]
+
)、C9H17N4
15
N2O
+
 ([M+H]
+
)の候補化合物が示
唆された。 
 
試料 
 2.2.2.で得た、[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)を添加し、7日目に収穫した TA04の 0.5 M AcOH抽出
液及び Controlの 7日目の 0.5 M AcOH抽出液 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
positive ionization mode 
capillary: 4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
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(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
方法 
2.2.2.で得た、[2,7-15N2]Int-C’2 (24’)を添加し、7日目に収穫したTA04の 0.5 M AcOH抽出
液及び Controlの 7日目の 0.5 M AcOH抽出液を、200 μL取り、2 M NH3 aq.で pH 7-8に調
整した。パスツールピペットに充填した弱陽イオン交換担体Macro-Prep CM (400 μL vol.)に、
抽出液を供し、水 (1 mL)で洗浄後、HCOOH/MeOH/H2O (0.1:50:50, v/v/v, 1.5 mL)で溶出さ
せた。一度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 100 μLに再溶解し、LC-MS分析用のサンプルとした。
24’添加サンプルと Control の分析結果をヒートマップ[94,95]で表示して比較し、24’添加サンプ
ルのみに見られたピークを探索した。さらに、これらピークの中から、精密質量より分子内に
15
Nを二つ有するものを選別した。 
 
結果と考察 
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) (Figure 3-2*)から変換された化合物の探索を目的として、m/z 
200-240を対象とした。結果、5つの候補ピークが見出された(Figure 3-2)。A (m/z 211.1449, 
4.9 min)は、24’から生成した[3,9-15N2]Cyclic-C’ (28’)に相当した。B (m/z 211.1422, 6.0 min)も
精密質量より 28’と同じ C9H17N4
15
N2
+
 ([M+H]
+
)であり、麻痺性貝毒の関連化合物に由来す
ると考えられた。また、C (m/z 229.1536 , 5.5 min)と D (m/z 229.1530, 5.9 min)は、
C9H19N4
15
N2O
+
 ([M+H]
+
)であり、24’の酸化物に由来するピークであると推測された。生合成
経路から考えると、この 24’の酸化物は、24’の 11位または 12位がヒドロキシ化された化合物 
(Figure 3-3)であること推測され、これらの合成を行うこととした。また、E (m/z 227.1386, 7.3 min)
を与える分子種は、C9H17N4
15
N2O
+
 ([M+H]
+
)と示された。これは、Kellmann ら[63]も推定し
た、ラベル化された生合成中間体 Int-E’ (16)であると推定された。 
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Figure 3-1. The conceptual diagram of the heat maps (x-axis, retention time; y-axis, m/z) of 
LC-MS. 
 
 
Figure 3-2. The heat maps (x-axis, retention time; y-axis, m/z) of LC-MS data sets of the 
extracts from the cells of A. circinalis (TA04). The heat maps of 7-day culture of control and 
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) added samples were compered. (A) m/z 211.1449, 4.9 min; (B) (m/z 
211.1422, 6.0 min; (C) m/z 229.1536, 5.5 min; (D) m/z 229.1530, 5.9 min; (E) m/z 227.1386, 7.3 
min. The peak with an asterisk was 24’. 
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Figure 3-3. The putative structures converted from [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) 
  
[2,7-15N2]Int-C’2 (24)
[3,9-15N2]Int-E’ (16’)
[2,7-15N2]11-hydroxy-Int-C’2 (40’) [2,7-
15N2]12-hydroxy-Int-C’2 (41’)
C9H19N4
15N2O
+ (m/z 229.1556)
C9H17N4
15N2O
+ (m/z 227.1399)
C9H19N4
15N2
+ (m/z 213.1606)
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第二節 推定化合物 11-hydroxy-Int-C’2 (40)の合成 
第一節の結果、Int-C’2 (24)の酸化物の存在が推定されため、24 の 11 位がヒドロキシ化さ
れた 11-hydroxy-Int-C’2 (40)の合成を行った。 
 
3.2.1. Cbz-protected acyloin 43の合成 
第一章第三節で得た合成中間体 26から Grignard reactionを行うことで、vinyl ketone 42を
得た。始めにVinylMgBrを使ったが、収率が悪く再現性も悪かったため、VinylMgClに変更し
た。Mukaiyamaら[95]により報告され、Magnusら[96]により改良されたMn(dpm)3を用いた、ラジカ
ル条件下でオレフィンの酸化を行い、acyloin 43 をジアステレオマー混合物として得た 
(Scheme 3-1)。その後の脱保護により、不斉中心が一つになり、ラセミ混合物として得られた場
合、HILIC カラムを用いた LC-MS 分析では、区別できない。しかし、キラルカラムで、麻痺性
貝毒生産生物の抽出物の絶対配置を決定することが出来る可能性があったため、acyloin 43
の一部は、この段階で、HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, solvent; 
CH3CN/H2O 75:25 (v/v), 0.5 mL/min)で分離を行った。分離したジアステレオマーを溶出順に、
43-1
stと 43-2ndとした。43-2ndの一部をMTPA esterへ誘導化し新モッシャー法[97]にて、絶対配
置を 6S,11R と決定した (Scheme 3-2, Figure 3-5)。また、43-1stは 6S,11S と推定された。 
 
3.2.2. 11-hydroxy-Int-C’2 (40)の合成 
ジアステレオマー混合物 42 を酸性溶媒中で、Pd/C 存在下、接触還元を行った。Cbz 基の
脱保護は、速やかに進行したが、目的の11-hydroxy-Int-C’2 (40)と、emiaminal 45の混合物で
あった。そこで 0.5 M AcOH中で 60°Cで 2時間撹拌した。Hemiaminal 45は消失し、40を主
生成物として得た。一部、脱水が起きた 46が生成した。逆相系 HPLCにて精製し、ラセミ混合
物の形で、目的の 11-hydroxy-Int-C’2 (40)を 2HCOOH塩として得た (Scheme 3-3)。  
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Scheme 3-1. Synthesis of tetra-Cbz-protected bis-guanidine acyloin 43. 
 
 
Figure 3-4.  The HPLC-DAD chromatogram of 43-1st and 43-2nd  (Mightysil RP-18 GP 
column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, solvent; CH3CN/H2O 75:25 (v/v), 0.5 mL/min). 
 
 
Scheme 3-2. Conversion from acyloin 43-2
nd
 to MTPA ester. 
  
L-Ornithine (17) 26 42 43
43-1st 43-2nd
43-2nd
43-2nd
44
dia-44
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Table 3-1. main chemical shifts of 44 and dia-44 
Positon 
(S)-MTPA ester 44 (R)-MTPA ester dia-44 ΔδSR  
1
H (ppm) 
1
H (ppm) (ppm) 
2 (N-H) 8.258 8.31 -0.052 
3 3.294 3.396 -0.102 
6 4.952 5.059 -0.107 
6 (N-H) 8.69 8.777 -0.087 
11 5.451 5.465 -0.014 
12 1.547 1.451 0.096 
 
 
 
Figure 3-5. The determination of the absolute configuration of 43-2
nd
 using modified Mosher's 
method. (A) ΔδSR (=(δS-44)−(δR-dia-44)) values (ppm) were shown. (B) 43-2nd had 6S,11R. 
 
 
Scheme 3-3. Synthesis of 11-hydroxy-Int-C’2 (40). 
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77 
 
3.2.2. 実験項 
Tetra-Cbz-protected bis-guanidine vinyl ketone 42 
Vinylmagnesium chloride (Sigma-Aldrich Co., 1.6 M in THF, 700 μL, 1.12 mmol)を THF (1 
mL)で希釈したところに、窒素雰囲気下で、THF (600 μL)に溶解したWeinreb amide 26 (127.2 
mg, 0.160 mmol)を滴下し、室温でよく撹拌した。2時間反応し、0.1 M HCl aq (30 mL)を加え、
反応を止め、EtOAc (50 mL)で 3回抽出し、有機層を飽和食塩水で洗い、MgSO4,で乾燥した。
ろ過後、溶媒を減圧留去し、残渣を Cosmosil 140C18-OPNを充填したオープンカラムで精製
した (70% MeOH、80% MeOH、100% MeOH)。80% MeOH、100% MeOH画分を濃縮し、目
的の vinyl ketone 42を得た (95.3 mg, 0.125 mmol, 78%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.71 (s, 1H), 11.69 (s, 1H), 9.13 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 8.29 
(t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.37-7.25 (m, 20H), 6.46 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 6.44 (m, 1H), 5.86 (dd, J = 9.5, 
2.0 Hz, 1H), 5.21 (s, 1H), 5.15 (s, 1H), 5.11 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 3.42 (dd, J = 12.9, 6.7 Hz, 2H), 
2.09 (ddd, J = 16.3, 10.7, 5.1 Hz, 1H), 1.73 (ddd, J = 19.3, 11.0, 5.4 Hz, 1H), 1.59 (m, 1H), 1.48 
ppm (m, 1H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 196.2, 163.6, 163.5, 156.0, 155.4, 153.8, 153.5, 
136.7, 136.6, 134.6, 134.5, 132.2, 131.1, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.5, 128.4, 128.4, 128.2, 
128.1, 128.0, 127.9, 127.9, 68.3, 68.2, 67.2, 67.1, 57.4, 40.4, 28.5, 24.0 ppm; HRMS (ESI): 
[M+H]
+
 calcd. for C41H43N6O9, 763.3086; found, 763.3108. 
 
Tetra-Cbz-protected bis-guanidine α-hydroxy ketone 43 
Vinyl ketone 42 (66.1 mg, 0.087 mmol)、Mn(dpm)3 (Sigma-Aldrich Co., 1.7 mg)を CH2Cl2 
(500 μL)、2-propanol (Nacalai Tesque, Inc., 500 μL)に溶解した。酸素雰囲気下、氷上で撹拌
し、phenylsilane (Sigma-Aldrich Co., 130 μL)を滴下した。氷上で、overnightで反応し、飽和
Na2S2O3 aq. (5 mL)を加え、EtOAc (10 mL)で抽出した。有機層を飽和食塩水で洗い、MgSO4,
で乾燥した。ろ過後、溶媒を減圧留去し、残渣を HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 
4.6 × 250 mm, solvent; CH3CN/H2O 85:15 (v/v), 0.5 mL/min, 16-18 min)-DADで精製し、
acyloin 43をジアステレオマー混合物として得た (14.9 mg, 0.019 mmol, 22%)。 
一部は、HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, solvent; CH3CN/H2O 
75:25 (v/v), 0.5 mL/min)-DADで分割を行った。分離したジアステレオマーを溶出順に、43-1st
と 43-2ndとした。 
43-1
st
: 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.73 (s, 1H), 11.54 (s, 1H), 8.79 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 
8.35 (m, 1H), 7.39-7.27 (m, 20H), 5.19 (s, 2H), 5.16 (s, 2H), 5.11 (s, 2H), 5.09 (m, 1H), 5.08 (s, 
2H), 4.38 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 3.47 (m, 2H), 1.92 (m, 1H), 1.68(m, 1H), 1.64 (m, 2H), 1.37 ppm 
(d, J = 7.1 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 211.9, 163.6, 162.8, 156.0, 155.3, 153.8, 
153.5, 136.6, 136.4, 134.5, 134.3, 128.9, 128.8, 128.7, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.4, 127.9, 
127.9, 127.9, 127.7, 72.1, 68.5, 68.2, 67.2, 67.1, 53.4, 40.3, 28.4, 24.9, 19.7 ppm. 
43-2
nd
 : 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.74 (s, 1H), 11.49 (s, 1H), 8.67 (d, J = 5.5 Hz, 
1H), 8.35 (m, 1H), 7.39-7.27 (m, 20H), 5.18 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 5.11 (s, 2H), 
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5.10 (m, 1H), 4.27 (q, J = 6.7 Hz, 1H), 3.47 (m, 2H), 1.86 (m, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.66 (m, 2H), 
1.34 ppm (d, J = 6.7 Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 212.5, 163.6, 162.6, 156.1, 
155.2, 153.8, 153.5, 136.6, 136.3, 134.5, 134.3, 128.9, 128.8, 128.7, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 
128.4, 128.1, 128.1, 127.9, 127.7, 73.0, 68.5, 68.2, 67.2, 67.1, 53.1, 40.3, 28.1, 25.2, 19.3 ppm;  
HRMS (ESI): [M+H]
+
 calcd. for C41H45N6O10, 781.3192; found, 781.3158. 
 
(S)-MTPA ester 44 
Acyloin 43-2
nd
 (1.4 mg, 0.001 mmol)、4-dimethylaminopyridine (DMAP, Sigma-Aldrich Co., 
0.1 mg, 0.001 mmol)、(R)-α-Methoxy-α-(trifluoromethyl) phenylacetyl chloride ((R)-MTPACl, 
Sigma-Aldrich Co., 1.5 mg, 0.006 mmol)を CH2Cl2/pyridine (1:1, v/v, 40 μL) 溶液に溶解し、
室温で 1.5時間撹拌した。溶媒留去後、HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 4.6 × 250 
mm, solvent; CH3CN/H2O 85:15 (v/v), 0.5 mL/min, 37-39 min)-DADで精製し S-MTPA ester 
44を得た。 
 
(R)-MTPA ester dia-44 
Acyloin 43-2
nd
 (1.1 mg, 0.002 mmol)、DMAP (0.1 mg, 0.001 mmol)、 (S)-MTPACl 
(Sigma-Aldrich Co., 2.0 mg, 0.008 mmol)をCH2Cl2/pyridine (1:1, v/v, 60 μL)溶液に溶解し、室
温で 2時間撹拌した。溶媒留去後、HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, 
solvent; CH3CN/H2O 85:15 (v/v), 0.5 mL/min, 39-40 min)-DADで精製し R-MTPA ester dia-44
を得た。 
 
11-Hydroxy-Int-C’2 (40) 
ジアステレオマー混合物の acyloin 43 (18.2 mg, 0.023 mmol)を EtOAc/MeOH/AcOH 
(25:25:1, v/v/v, 1.6 mL)に溶かし、10% Pd/C (2.8 mg)を加え、一度窒素で置換した。窒素を水
素に置換し、室温で 3 時間撹拌した。水素を窒素に置換した後、溶液を、セライトを詰めたオ
ープンカラムでろ過し、溶媒を留去した。0.5 M AcOH (2 mL)を加え、60°Cで、2時間撹拌した。
溶 媒 留 去 後 、 HPLC (Inertsustain C18 column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, solvent; 
MeOH/H2O/HCOOH 5:95:0.1 (v/v/v), 0.3 mL/min, 12-14 min)-DADで精製し、ラセミ混合物
11-hydroxy-Int-C’2 (40)を 2HCOOH塩として得た (1.4 mg, 0.004 mmol, 19%)。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 4.82 (H-11, q, J H,H = 6.5 Hz, 1H), 3.18 (H-3, t, J = 6.9 Hz, 
2H), 2.59 (H-5, t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.84 (H-4, quin, J = 6.8 Hz, 2H), 1.44 ppm (H-12, d, J = 6.5 
Hz, 3H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 159.6 (C-1), 149.4 (C-8), 127.8 (C-10), 123.3 (C-6), 
61.9 (C-11), 42.3 (C-3), 30.1 (C-4), 23.8 (C-12), 22.4 ppm (C-5); HRMS (ESI): [M+H]
+
 calcd. 
for C9H19N6O, 227.1615; found, 227.1616. 
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第三節 推定化合物 12-hydroxy-Int-C’2 (41)の合成 
第一節の結果、Int-C’2 (24)の酸化物の存在が推定されため、24 の 12 位がヒドロキシ化さ
れた 12-hydroxy-Int-C’2 (41)の合成を行った。 
 
3.3.1. 12-hydroxy-Int-C’2 (41)の合成 
第一章第三節で合成した 22からGrignard reactionで vinyl ketone 47を得た。化合物 47に
対し、塩基性条件下で過酸化水素を作用させ、 epoxide 48 とした後、接触還元で
β-hydoxyketone 49 とした。その後、TFAで脱保護を行い、逆相系 HPLCにて精製し、目的の
12-hydroxy-Int-C’2 (41)を 2HCOOH塩として得た。 
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Scheme 3-4. Synthesis of 12-hydroxy-Int-C’2 (41). 
 
  
22 47 48
49 12-hydroxy-Int-C’2 (41)
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3.3.2. 実験項 
Tetra-Boc-protected bis-guanidine vinyl ketone 47 
Vinylmagnesium chloride (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 2 M in THF, 600 μL, 1.200 
mmol)をTHF (1 mL)で希釈したところに、窒素雰囲気下で、THF (500 μL)に溶解したWeinreb 
amide 22 (114.4 mg, 0.182 mmol)を滴下し、室温でよく撹拌した。1時間反応し、0.1 M HCl aq 
(30 mL)を加え、反応を止め、EtOAc (50 mL)で 3回抽出し、有機層を飽和食塩水で洗い、溶
媒を減圧留去した。残渣を Cosmosil 140C18-OPN を充填したオープンカラムで精製した 
(60% MeOH、100% MeOH)。100% MeOH 画分を濃縮し、目的の vinyl ketone 47 を得た 
(95.3 mg, 0.125 mmol, 78%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.48 (s, 1H), 11.42 (s, 1H), 9.07 (brs, 1H), 8.31 (brs, 1H), 
6.48 (m, 2H), 5.87 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 5.16 (brs, 1H), 3.43 (brs, 2H), 2.08 (m, 1H), 1.72 (m, 
1H), 1.60 (m, 2H), 1.51 (s, 9H), 1.49 (s, 9H), 1.48 ppm (s, 18H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): 
δ = 196.8,163.4 (trace), 156.1, 155.5, 153.2, 152.8, 132.4, 130.7, 83.3, 79.4, 57.3, 40.4, 28.7, 
28.3, 28.3, 28.1, 28.1, 24.1 ppm; HRMS (FAB) (m/z): [M+H]
+
 calcd. for C29H51N6O9, 627.3712; 
found, 627.3723. 
 
Tetra-Boc-protected bis-guanidine β-hydroxy ketone 49 
Vinylketone 47 (9.2 mg, 0.015 mmol)、NaHCO3 (33.3 mg)を H2O/2-methyl-2-propanol (1:9, 
v,v, 720 μL)に溶解し、30% hydrogen peroxide (Wako Pure Chemical Industries, 65 μL)を氷上
で加えた。室温で 2時間反応した後、飽和 Na2S2O3 aq. (1 mL)を加え、EtOAc (10 mL)で抽出
した。有機層を飽和食塩水 (5 mL)で洗い、MgSO4,で乾燥した。ろ過後、溶媒を減圧留去し、
残渣を精製することなく、次の反応を行った。残渣をTHF (1 mL)に溶解し、10% Pd/C (1.5 mg)
を加え、一度窒素で置換した。窒素を水素に置換し、室温、overnight で反応した。水素を窒
素に置換した後、溶液を、セライトを詰めたオープンカラムでろ過し、溶媒を留去した。残渣を
HPLC (Mightysil RP-18 GP column, 5 µm, 10 × 250 mm, solvent; CH3CN/H2O 85:15 (v/v), 2 
mL/min, 43-45 min)-DAD で精製し、β-hydroxy ketone 49 を得た (1.0 mg, 0.002 mmol, 
11%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 11.49 (s, 1H), 11.33 (s, 1H), 8.74 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 8.37 (m, 
1H), 4.69 (m, 1H), 3.90 (m, 2H), 3.44 (quint, J = 7.4 Hz, 2H), 2.81 (m, 1H), 2.54 (dd, J = 14.1, 
4.6 Hz, 1H), 1.94 (m, 1H), 1.65 (m, 3H), 1.50 (s, 9H), 1.50 (s, 9H), 1.49 (s, 9H), 1.45 ppm (s, 
9H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 209.1, 163.4, 162.5, 156.2, 155.7, 153.3, 152.9, 83.6, 
83.2, 79.7, 79.4, 59.9, 59.0, 43.6, 40.1, 28.2, 28.1, 28.0, 28.0, 26.8, 25.2 ppm; HRMS (ESI): 
[M+H]
+
 calcd. for C29H53N6O10, 645.3818; found, 645.3819. 
 
12-Hydroxy-Int-C’2 (41) 
β-Hydroxy ketone 49 (2.4 mg, 0.004 mmol)の CH2Cl2 (1 mL)溶液に、TFA (1 mL)を加え、室
温、2 時間撹拌し、Boc の脱保護を行った。窒素で溶媒を留去し、12-hydroxy-Int-C’2 (41)を
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2TFA塩として得た (1.7 mg, quant)。さらに残渣をHPLC (Inertsustain C18 column, 5 µm, 4.6 × 
250 mm, solvent; MeOH/H2O/HCOOH 5:95:0.1 (v/v/v), 0.3 mL/min, 9-11 min)-DADで精製し、
12-hydroxy-Int-C’2 (41)を 2HCOOH塩として得た (1.0 mg, 0.003 mmol, 84%)。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 3.71 (H-12, t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.18 ppm (H-3, t, J = 6.8 Hz, 
2H), 2.63 (H-11, t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.54 (H-5, t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.84 ppm (H-4, quin, J = 7.0 
Hz, 2H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 159.5 (C-1), 148.9 (C-8), 123.8 (C-6), 122.2 (C-10), 
62.1 (C-12), 42.2 (C-3), 29.9 (C-4), 28.4 (C-11), 22.2 ppm (C-5); HRMS (ESI): [M+H]
+
 calcd. 
for C9H19N6O, 227.1615; found, 227.1609. 
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第四節 推定化合物 Int-E’ (16)の合成 
第一節の結果、Int-C’2 (24)の酸化物とともに存在の可能性が推定された Int-E’ (16)の合成
を行った。合成には、東京農工大学大学院工学府 長澤和夫教授から提供して頂いた、光学
活性な合成中間体 52[49,50]から誘導を行った。 
 
3.4.1. Int-E’ (16)の合成 
合成中間体 52は、nitro-olefin 50 とキラルな nitrone 51から合成された[49,50]。STX骨格を
有する 52の 12位のヒドロキシ基を Barton-McCombie deoxygenation[98]により除去し、TFAで
Boc基とMPM (p-methoxybenzyl)基を脱保護し、逆相系HPLCにて精製し、目的の Int-E’ (16)
を 2HCOOH塩として得た。 
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Scheme 3-5. Synthesis of Int-E’ (16) 
  
Int-E’ (16)
51
52
50
53
1,1'-Thiocarbonyldiimidazole 
(TCDI)
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3.4.2. 実験項 
MPM-Boc-protected-Int-E’ 53 
光学活性な 52は、nitro-olefin 50 とキラルな nitrone 51から合成された[49,50]。alcohol 52 (8.1 
mg, 0.011 mmol) を CH2Cl2 (500 μL) に溶解 し 、 DMAP (3.2 mg, 0.026 mmol) と
1,1'-Thiocarbonyldiimidazole (TCDI, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 4.8 mg, 0.027 mmol)
を加えた。窒素雰囲気下で、1 時間還流し、溶媒を除いた。精製することなく、1,4-dioxane 
(800 μL)に溶解し、2'-Azobis(isobutyronitrile (AIBN, Sigma-Aldrich Co., 3.1 mg, 0.019 mmol)、
Tris(trimethylsilyl)silane ((TMS)3SiH, Sigma-Aldrich Co., 75 μL, 0.234 mmol)を加え、窒素雰
囲気下、80°C で 1時間反応した[98]。水 (1 mL)を加え、EtOAc (10 mL)で抽出した。溶媒を減
圧留去し、残渣を HPLC (Inertsustain C18 column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, solvent; CH3CN/H2O 
70:30 (v/v), 0.5 mL/min, 42-46 min)-DAD で精製し、MPM-Boc-protected-Int-E’ 53 を得た 
(2.6 mg, 0.003 mmol, 33%)。 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 9.62 (brs, 1H), 7.22 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.6 Hz, 
2H), 4.66 (m, 1H), 4.37 (m, 1H), 4.33 (brs, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (dd, J = 9.7, 3.7 Hz, 1H), 
3.68 (dd, J = 9.8, 4.7 Hz, 1H), 3.54 (m, 1H), 3.15 (m, 1H), 2.43 (m, 1H), 2.19 (m, 1H), 1.71 (m, 
2H), 1.53 (s, 9H), 1.50 (s, 9H), 1.46 (s, 9H), 1.43 ppm (s, 9H); 
13
C NMR (151 MHz, CDCl3): δ 
= 159.3, 151.2, 151.0, 150.2, 149.4, 146.6, 146.6, 130.2, 113.6, 85.7, 83.3, 82.5, 81.6, 79.0, 75.6, 
73.3, 71.4, 58.7, 55.3, 49.5, 39.9, 28.3, 28.3, 28.0, 27.9, 21.5 ppm; HRMS (ESI): [M+H]
+
 calcd. 
for C37H57N6O10, 745.4131; found, 745.4123. 
 
Int-E’ (16) 
53 (2.8 mg, 0.004 mmol)を CH2Cl2 (1.0 mL)に溶解し、TFA (1.0 mL)を加え、室温で、1時間
撹拌した。溶媒を留去し、残渣を HPLC (Inertsustain C18 column, 5 µm, 4.6 × 250 mm, 
solvent; MeOH/H2O/HCOOH 5:95:0.1 (v/v/v), 0.3 mL/min, 9-12 min)-DADで精製し、Int-E’ 
(16)を 2HCOOH塩として得た (0.8 mg, 0.003 mmol, 67%)。 
1
H NMR (600 MHz, CD3OD): δ = 4.61 (H-5, s, 1H), 3.75 (H-10, t, J = 10.6 Hz, 1H), 3.68 (H-13, 
dd, J = 11.1, 4.5 Hz, 1H), 3.62 (H-13, dd, J = 11.1, 4.5 Hz, 1H), 3.54 (H-6, brs, 1H), 3.43 (H-10, 
dd, J = 18.2, 8.8 Hz, 1H), 2.33 (H-12, m, 1H), 2.30 (H-12, m, 1H), 2.17 ppm (H-11, m, 2H); 
13
C 
NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 159.7 (C-8), 157.9 (C-2), 82.2 (C-4), 64.2 (C-13), 63.5 (C-5), 
57.1 (C-6), 48.0 (C-10), 39.9 (C-12), 22.1 ppm (C-11); HRMS (ESI): [M+H]
+
 calcd. for 
C9H17N6O, 225.1458; found, 225.1459. 
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第五節 定性分析 (11-hydroxy-Int-C’2 (40), 12-hydroxy-Int-C’2 (41), Int-E’ (16)) 
取り込み実験の結果を基に、推定した中間体が麻痺性貝毒生産生物の抽出液に存在す
るのか LC-MSで分析を行った。 
 
3.5.1. 定性分析 (11-hydroxy-Int-C’2 (40), 12-hydroxy-Int-C’2 (41)) 
方法 
有毒藍藻 A. circinalis (TA04)は、第二章第二節で調製した 7日目の Controlサンプルを分
析した。有毒渦鞭毛藻 A. tamarense (Axat-2)は第一章第五節で調製し、弱陽イオン交換担体
Macro-Prep CMで前処理したサンプルを分析した。分析方法は、第一章第六節と同じ条件で
行った。 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
positive ionization mode 
capillary: 4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
結果と考察 
11-Hydroxy-Int-C’2 (40)、12-hydroxy-Int-C’2 (41)の合成標品の保持時間は、6.0 min、6.4 
min であり、両異性体は本分析条件で良好な分離であり、容易に区別できることが示された。
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A. circinalis (TA04)では、EIC 227.1615 ± 0.01で、5.7 min、6.1 min と、4 min付近に僅かなピ
ークが見られた。A. tamarense (Axat-2)では、6.0 minに観測された。標品との比較から、麻痺
性貝毒生産生物には、11-hydroxy-Int-C’2 (40)に相当するピークが存在した。さらに、
MS/MSのパターンを比較したところ、標品の 40 と良い一致を示した (Figure 3-6)。これらの
結果、麻痺性貝毒生産生物には 11-hydroxy-Int-C’2 (40)が存在することが明らかになった。
また、保持時間の違いなどから 12-hydroxy-Int-C’2 (41)は、存在しない可能性が高い。し
かし、藍藻や渦鞭毛藻は収穫時期により中間体量が大きく変化することがあり、41 の
有無については、今後も引き続き分析を行う必要がある。 
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Figure 3-6. The LC-MS extracted ion chromatograms (EICs) and MS/MS spectra of authentic 
11-hydroxy-Int-C’2 (40) and 12-hydroxy-Int-C’2 (41), and the extracts of A. circinalis (TA04) 
and A. tamarense (Axat-2). (A) EIC for m/z 227.1615 ± 0.01. (B) MS/MS spectra from m/z 
227.16. The sweeping collision energy was 40-120 eV. 
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3.5.2. 定性分析 (Int-E’ (16)) 
方法 
有毒藍藻 A. circinalis (TA04)は、第二章第二節で調製した 7日目の Controlサンプルを分
析した。有毒渦鞭毛藻 A. tamarense (Axat-2)は第一章第五節で調製し、弱陽イオン交換担体
Macro-Prep CMで前処理したサンプルを分析した。分析方法は、第一章第六節と同じ条件で
行った。しかし、麻痺性貝毒生産生物の抽出液には、同じ分子量を持った化合物が複数存在
し、分離が不十分であった。そこで、カラム等の分析条件を変更した。生合成中間体の定量用
に開発したカラムスイッチング法のグラジエント条件などを変更して、分析を行った。 
 
分析条件① 
装置 
Mass spectrometer: MicrOTOFQII (Bruker Daltonics, ESI)(Q-TOF mass) 
Pump unit: Nexera UHPLC System (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-30AC (Shimadzu, 4°C) 
Mass condition 
positive ionization mode 
capillary: 4500 V 
dry gas: nitrogen 10 L/min (MS), 7.0 L/min (MS/MS) 
dry temperature: 180°C 
nebulizer: 2.2 Bar (MS), 1.6 Bar (MS/MS) 
Column 
ACQUITY UPLC BEH Amide column (Waters, 130 Å, 1.7 µm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3 min 85% B, 3-11 min 85%-70% B,11-13 min 70% B, 13-20 min 85% B 
流速 0.3 mL/min 
Column oven: 40°C 
 
分析条件② 
Column 
Develosil C30-UG (Nomura Chemical, 4.0 × 10 mm), TSKgel guardgel Amide-80 (Tosoh, 5 
μm, 2.0 × 10 mm), SeQuant®ZIC®-HILIC Guard (Merck KGaA, 2.1 × 20 mm) 
SeQuant
®
ZIC
®
-HILIC metal-free HPLCcolumn (Merck KGaA, 5 μm, 200 Å, 2.1 × 150 mm) 
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Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件 
0-3.1 min 100 % B, 3.1-10 min 85% B, 10-14 min 85-70% B, 14-16 min 70% B, 16-21 min 
90% B, 21-34 min 90-45%, 34-39 min 45% B, 39-40 min 45-85% B, 40-50 min 85% B, 
50-51 min 40%, 51-62 min 100% B 
流速 0.2 mL/min 
 
結果と考察 
まず、分析条件①で測定を行った。Int-E’ (16)の合成標品の保持時間は、7.5 minであっ
た。A. circinalis (TA04)、A. tamarense (Axat-2)ではそれぞれ EIC 225.1458 ± 0.01で、複数の
ピークが観測された。TA04では、7.4 minに大きなピークが存在し、保持時間から16の存在が
示唆された。一方、Axat-2では、7.2 minにピークが見られたが、標品と保持時間は完全に
一致しなかった。どちらの株も 6-7 minにかけて、複数の成分が溶出していたため、分離条件
が十分ではないと判断した (Figure 3-7A)。 
次に分析条件②で分析を行った。中間体の定量に使った条件[92]を基に、改良したもの
である。Figure 3-7Bのように分離が向上し、重なっていた複数の成分の分離ができた (Figure 
3-7B)。合成標品の 16は、31.1 minに溶出し、TA04 と Axat-2ではそれぞれ 31.3 min、31.1 
minにピークが観測された。それぞれのMS/MSのパターンも標品と一致したことから、16 も麻
痺性貝毒生産生物に共通して存在することが明らかになった (Figure 3-6C)。これまでにも、
Kellmann ら[63]も推定していた中間体ではあったが、EICの結果のように同じ分子量を持つ成
分が複数あり、この中から 16を同定するには、標品の存在が不可欠であることが示された。 
また、保持時間が異なる複数のピークは、精密質量より分子内にN原子を 6つ有するため、
麻痺性貝毒関連化合物であることが考えられ、今後の検討課題である。 
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Figure 3-7. The LC-MS extracted ion chromatograms (EICs) and MS/MS spectra of authentic 
Int-E’ (16), and the extracts of A. circinalis (TA04) and A. tamarense (Axat-2). (A, B) EIC for 
m/z 225.1458 ± 0.01. (C) MS/MS spectra from m/z 225.15. The sweeping collision energy was 
40-120 eV. Liquid chromatography was performed on ACQUITY UPLC BEH amide column 
(A), and SeQuant ZIC-HILIC column with three guard cartridge columns, Develosil C8-UG, 
TSKgel guardgel Amide-80, and SeQuant ZIC-HILIC Guard (B, C). 
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第六節 麻痺性貝毒と生合成中間体の定量分析 
第一章、第三章で存在を明らかにした生合成中間体及びシャント化合物の麻痺性貝毒生
産生物中における存在量を定量した。生合成中間体及びシャント化合物の定量にはカラムス
イッチング法[92]を、麻痺性貝毒の定量にはポストカラム蛍光化 HPLC[90]を用いた。 
 
3.6.1. 試料調製 
方法 
継代後、4日間培養した A. circinalis (TA04)の培養液 (90 mL, 細胞密度: 297 μg/mL)をグ
ラスファイバー濾紙 (ADVANTEC, GA100, ø47 mm)で減圧濾過した。濾紙ごとコニカルチュ
ーブ (10 mL容)に移し 0.5 M AcOH 2 mLを加え、氷上で超音波破砕し、上清をマイクロチュ
ーブに移し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清をCosmospin filter Hで処理し、分析
サンプルとした。同様の収穫を更に 2回行い、n = 3 で分析を行った。 
継代後、7日間培養した A. tamarense (Axat-2)の培養液 (9 mL、細胞密度: 2.8 × 104 
cells/mL)を遠心分離 (1,500 g, 5 min, 4°C )した。上清を除き、残渣に対して、0.5 M AcOH 
600 μLを加え、氷上で超音波破砕し、遠心分離 (20,000 g, 5 min, 4°C )した。上清を
Cosmospin filter Hで処理し、分析サンプルとした。同様の収穫を更に2回行い、n = 3 で分析
を行った。 
 
3.6.2. arginine (2), Int-A’ (10), Int-C’2 (24), Cyclic-C’ (28), 11-hydroxy-Int-C’2 (40), Int-E’ (41)
の定量 
定量分析は、LC-MS (カラムスイッチング法)(MRM)で行った。 
 
分析条件 
装置 
Mass spectrometer: API2000 (AB SCIEX, ESI)(triple quadrupole mass) 
Pump: LC-10AD (Shimadzu) 
Controller: SCL-10A (Shimadzu) 
Degasser: DGU-12A (Shimadzu) 
Auto sampler: SIL-20A (Shimadzu) 
Mass condition 
positive ionization mode 
sprayvoltage: 5500 V 
dry gas: nitrogen 
temperature: 500°C 
curtain gas: 40 
ion source Gas 1: 60 
ion source Gas 2: 80 
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collision Gas: 6 
Column 
Develosil C30-UG (Nomura Chemical, 4.0 × 10 mm), TSKgel guardgel Amide-80 (Tosoh, 5 
μm, 2.0 × 10 mm), SeQuant®ZIC®-HILIC Guard (Merck KGaA, 2.1 × 20 mm) 
SeQuant
®
ZIC
®
-HILIC metal-free HPLCcolumn (Merck KGaA, 5 μm, 200 Å, 2.1 × 150 mm) 
Mobile phase 
Mobile phase A: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O (5:95, v/v, pH 
3.9) 
Mobile phase B: 200 mM HCOONH4 buffer containing 200 mM HCOOH/H2O/CH3CN 
(5:1.5:95, v/v/v) 
グラジエント条件① 
0-3.1 min 100 % B, 3.1-6 min 85% B, 6-14 min 85-70% B, 14-16 min 70% B, 16.1-30 min 
85% B, 30.1-35 min 45% B, 35.1-49.9 min 85% B, 50-51 min 40% B, 51.1-62 min 100% B 
グラジエント条件② 
0-3.1 min 100% B, 3.1-6 min 85% B, 6-14 min 85-55% B, 14-16 min 55% B, 16.1-30 min 
85% B, 30.1-35 min 45% B, 35.1-49.9 min 85% B, 50-51 min 40% B, 51.1-62 min 100% B 
流速 0-3.05 min: 0.2 mL/min, 3.05-30 min: 0.3 mL/min 
 
 
方法 
通常のLC-MSの前処理には固相抽出が用いられるが、回収率が悪いため、中間体の定量
にはカラムスイッチング法[92]を用いた。この方法では、前処理が簡素化でき、再現性、定量性
が向上した。Figure3-8のように、diverter valveの直前に逆相系 C30カラム、2つのHILICカラ
ムを設置し、目的物のみを吸着し、脱塩等を行う (Figue 3-8、A ライン)。バルブを切り替え、B
ラインへ変更し、溶媒組成を変化させることで、抽出用のカラムから目的物を溶出させる。分析
用のカラムで各種中間体や麻痺性貝毒の分離を行い、MS で検出を行うシステムである。MS
での検出には、MRM (Multiple Reaction Monitoring)モードを使った。各種パラメーターは、合
成標品を用いて最適化した(Table 3-1)。 
Arginine (2), Int-A’ (10), Cyclic-C’ (28), Int-C’2 (24), 11-hydroxy-Int-C’2 (40)は、グラジエン
ト条件①で測定した。Int-E’(16)は、条件①では、ピークがブロードあったため、グラジエント条
件を最適化し、条件②で測定した。 
TA04は、分析時に 10倍濃縮した。Axat-2は、抽出液をそのままの濃度で測定した。 
Table 3-1. The mass spectrometer conditions 
  Q1 Q2 DP FP EP CEP CE CXP 
Arginine (2) 175.1 70.1 20 160 10.5 13 22 4 
Int-A' (10) 187.2 128.1 6 160 10.5 13 25 4 
Int-C'2 (24) 211.2 152.1 26 360 8.5 13.8 21 10 
Cyclic-C’ (28) 209.2 150.1 26 360 8.5 13.8 21 8 
11-hydroxy-Int-C'2 (40) 227.1 150.1 26 360 8.5 14.2 25 10 
Int-E' (16) 225.2 166.1 26 360 8.5 14.2 27 10 
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保持時間: 30.7 min (arginine (2)), 22.9 min (Int-A’(10)), 19.3 min (Int-C’2(24)), 20.5 min 
(Cyclic-C’(28)), 23.3 min (11-hydroxy-Int-C’2 (40)), 25.7 min (Int-E’ (16)) 
直線性 (R2 = 0.99)：0.1-20 pmol (arginine (2), Int-A’ (10), Cyclic-C’ (28)), 0.1-10 pmol 
(Int-C’2 (24)), 0.5-20 (11-hydroxy-Int-C’2 (40)), 1,0-20 pmol (for Int-E’(16)) 
検出限界  (LOD, S/N = 3): 100 fmol (arginine (2)), 10 fmol (Int-A’(10)), 9 fmol 
(Int-C’2(24)), 12 fmol (Cyclic-C’(28)), 30 fmol (11-hydroxy-Int-C’2 (40)), 180 fmol (Int-E’ 
(16)) 
 
3.6.3. 麻痺性貝毒の定量 
定量分析は、ポストカラム蛍光化 HPLCで行った。 
分析条件 
装置 
FL-Detector: L-2480(HITACHI) 
Pump: LC-pump L-2100 (HITACHI), L-6000 (HITACHI), SP-T-2502U (NS) 
Auto sampler: L-7200 (HITACHI) 
Column oven: Column oven L-7300 (HITACHI, 28°C) 
Reaction bath: DRY REACTION BATH DB-5 (SHIMAMURA Instru- ment) 
Column 
Mightysil RP-18 GP column (5 µm, 4.6x150 mm, Kanto Chemical) 
Mobile phase (0.8 mL/min) 
2 mM tetrabutyl ammonium/ammonium phosphate buffer pH 6.3 (For C1-C4) 
2 mM heptanesulfonate/10 mM ammonium phosphate buffer pH 7.1 (For GTX1-5, 
dcGTX2-3) 
2 mM heptanesulfonate/30 mM ammonium phosphate buffer pH 7.0: CH3CN = 500: 23 (For 
STX, neoSTX, dcSTX) 
Oxidizing regent (0.4 mL/min) 
7.0 mM periodic acid/50 mM potassium phosphate buffer pH 9.0 
Acidifier (0.4 mL/min) 
500 mM AcOH 
方法 
TA04の C1 (35)、C2 (36)、GTX 2 (56)、GTX3 (57)の測定には、抽出液を 10倍希釈した。
Axat-2の C1 (35)、C2 (36)の測定には、抽出液を 50倍希釈、GTX1 (54)、GTX4 (55)、GTX2 
(56)、GTX3 (57)、dcGTX3(60)の測定には、10倍希釈した。 
 
結果 
予想通り、生合成中間体及びシャント化合物は、麻痺性貝毒に比べ、僅かにしか存在しな
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いことが明らかになった。TA04株では、主要な麻痺性貝毒 C1 (35)/C2 (36)はほとんど同レベ
ルで存在し、GTX2 (56), GTX3 (57)も比較的多く存在した。Axat-2 株では、主に C2 (36)、
GTX4 (55)が存在した。シャント化合物である Cyclic-C’(28)の存在量が比較的多いことは興味
深い。 
生合成中間体は、C1 (35)/C2 (36)のように蓄積される化合物ではないため、存在量が少な
いと考えられる。また、細胞周期により、麻痺性貝毒の生産量が変化することがわかっているた
め、生合成中間体量も変化していることが推測される。細胞周期、細胞増殖、麻痺性貝毒生
産量、生合成中間体量の変化を分析することが今後重要であると考えられる。 
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Figure 3-8. The column switching method. (A) to waste, (B) to column
[92]
. 
 
Table 3-2.        
 
Arginine 
(2) 
Int-A’ 
(10) 
Int-C'2 
(24) 
Cyclic-C' 
(28) 
11-OH-Int-C'2 
(40) 
Int-E' 
(16) 
 
A.circinalis (TA04) 1248 1 18 18 2 1 (pmol/mg) 
A. tamarense (Axat-2) 23.2 0.2 0.4 17.6 1.4 0.5 (fmol/cell) 
 
             
SD Arg Int-A’ Int-C'2 Cyclic-C' 11-OH-Int-C'2 Int-E'  
A.circinalis (TA04) 20 0 1 2 0 0  
A. tamarense (Axat-2) 0.4 0.0 0.0 0.7 0.0 0.0  
 
             
CV (%) Arg A’ C'-2 Cyclic-C'      
A.circinalis (TA04) 1.6 11.7 5.3 8.9 5.8 12.5 (%) 
A. tamarense (Axat-2) 1.8 3.2 4.5 4.2 3.3 4.6 (%) 
(n = 3)      
 
Table 3-3.             
 
C1 (35) C2 (36) 
GTX1 
(54) 
GTX4 
(55) 
GTX2 
(56) 
GTX3 
(57) 
GTX5 
(58) 
dcGTX2 
(59) 
dcGTX3 
(60) 
neoSTX 
(34) 
dcSTX 
(61) 
 
A.circinalis (TA04) 2453 2233 8 9 237 495 <7.06 80 71 <33.56 44 (pmol/mg) 
A. tamarense (Axat-2) 2.8 71.1 1.0 24.3 0.1 1.9 <0.75 <0.11 0.2 1.9 <0.14 (fmol/cell) 
           
   
SD C1 C2 GTX1 GTX4 GTX2 GTX3 GTX5 dcGTX2 dcGTX3 neoSTX dcSTX  
A.circinalis (TA04) 52 44 0.81 1.14 16.10 24.20 
 
5.92 1.28 
 
3.43  
A. tamarense (Axat-2) 0.15 4.17 0.10 1.73 0.01 0.05 
  
0.01 0.13 
 
 
           
   
CV (%) C1 C2 GTX1 GTX4 GTX2 GTX3 GTX5 dcGTX2 dcGTX3 neoSTX dcSTX  
A.circinalis (TA04) 2.1 2.0 9.6 12.2 6.8 4.9 
 
7.4 1.8 
 
7.9 (%) 
A. tamarense (Axat-2) 5.3 5.9 9.9 7.1 20.1 2.7 
  
6.6 6.5 
 
(%) 
(n = 3) 
 
 
Diverter valve
Mass
(MRM)
waste
Pump Auto sampler Extraction columns
Analytical column
API2000 (AB SCIEX)
LC10AD (Shimadzu) SILHTA (Shimadzu)
A
B
・Develosil C30-UG (Nomura Chemical)
・TSKgel guardgelAmide-80(Tosoh)
・SeQuant®ZIC®-HILIC (Merck KGaA)
SeQuant®ZIC®-HILIC (Merck KGaA)
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Figure 3-9. Quantities of arginine (2), intermediates and PSTs in A. circinalis (TA04) (A, B) and 
A. tamarense (Axat-2) (C, D). Intermediates were quantified by using LC-MS/MS (MRM), and 
the PSTs were quantified using HPLC-FLD. 
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第七節 生合成経路の推定及び考察 
Int-C’2 (24)から生成した新規生合成中間体として、11-hydroxy-Int-C’2 (40)と Int-E’ (16)を
同定した。11-Hydroxy-Int-C’2 (40)は、環化メカニズムを考察する上で、重要な化合物と考え
られた。11-Hydroxy-Int-C’2 (40)の反応性の高さは、興味深い。化合物 40をCD3ODに溶解し、
NMR チューブ中に保存すると、時間経過とともに、1H の化学シフトの変化が観測された 
(Figure 3-10)。特に 11位の 1Hのシフトが 4.82 ppmから 4.38 ppmへと大きく高磁場シフトした。
高分解能MSでは、m/z 244.1963 ([M+H]+)が観測され、精密質量より C10H18D3N6O
+ (calcd., 
244.1960)であると考えられ、11 位のヒドロキシ基が重メトキシ基に置換されたことが分かった。
アミノイミダゾールの α位のヒドロキシ基は脱離し易く、今回と同様に、MeOH中で methoxy化
された報告がある[99]。反応機構を Figure 3-11A と推定した。プロトン化され、グアニジノ基の窒
素からの電子の押し出しにより、H2Oが脱離し、共役オレフィン 64が生成する。CD3ODが共役
付加することで、62 が生成したと考えられた。生物中では、共役オレフィン 64 に対し、酵素反
応により適切な位置に誘導された末端グアニジンの窒素原子が分子内求核付加することで、
5,9員環が形成 (Figure 3-11B, 65)されていることが推定された。 
さらに 65の N13-C4の結合が形成されることで STX (1)の特徴的な 5,6,5員環の三環が構
築されると考えた (Figure 3-12)。9 員環が構築され、アミノイミダゾールに分子内の窒素原子
が求核付加することで 6,5 員環が生合成されると推定された二次代謝産物はいくつか報告さ
れている。海綿 Phakellia flabellateから単離された (−)-dibromophakellin (71)[100,101]や、同じく
海綿 Pseudaxinyssa cantharellaから単離されたエナンチオマー(+)-dibromophakellin (71)[102]
及び(+)-dibromocantharelline (74) [102]は、特徴的なアミノイミダゾールを含む 4 環が縮環した
化合物であり、9員環構築後に 6,5員環が生合成されると考えられている (Figure 3-13)[103,104]。
これらは、アミノイミダゾール部位が一度、互変異性によりイミン (70, 73)となり、窒素の付加に
よりアミナールとなり、6,5 員環が構築され、71 や 74 が生成すると考えられた。さらに、海綿
Stylotella agminata から単離された palau’amine (79) [105,106]の全合成[107]においても、9 員環 
(76)の渡環反応により 6,5 員環が構築された例もある (Figure 3-14)。こちらにおいても、アミノ
イミダゾールから互変異性によりイミン生じ付加反応が進行すると考えられており、STX におけ
る 6,5員環構築においても、65から 66を経て 33が生じている可能性も考えられる。いずれに
しても 65から C-N結合が構築され 33へ変換される生合成経路は、妥当である。 
さらに同定した Int-E’ (16)は、推定中間体 33 の 13 位が選択的に酸化されたものであり、
STX骨格を有する。さらに、16の 12位が oxygenaseにより酸化され、さらに dehydrogenaseに
より酸化され ketone が生成すると平衡により、直ちに水和され gem-diol が形成されることで
dcSTX (61)へと変換されていると推測される。この 12位の酸化による gem-diol形成と 13位の
carbamoylation の順序については不明であるが、生物種、株により順序は異なると考えられる。
麻痺性貝毒の類縁体の多さ、多様性[30,31,108]は修飾酵素[57,58]の種類や活性の違いに由来す
るとされている。 
今後、65、33 の存在を証明することは、我々の考える生合成経路の妥当性を議論する上で、
重要である。 
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Figure 3-10. Exchange of 11-OH in 11-hydroxy-Int-C’2 (40) in CD3OD by OCD3. The arrows 
show the signals corresponding to 11-CH of 40 and 62. 
 
 
Figure 3-11. Possible mechanism of substitution of OH at C11 in 40 by CD3O in CD3OD (A), 
and putative biosynthetic pathway from 40 to bicyclic compond 65 in microorganisms (B). 65 
and 33 have not yet been identified. 
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Figure 3-12. The putative biosynthetic transannular closure from 65 to 33. The pathway via 66 
by tautomerism from 65 might be possible. 
 
 
 
Figure 3-13. The biosynthetic hypothesis for the formation of dibromophakellin (71) and 
dibromocantharelline (74).
[103,104]
 
 
tautomerism
65 33
66
11-hydroxy-Int-C’2 (40) 
oroidin (67) 68 72 73
dibromocantharelline (74)
dibromophakellin (71)
69
70
tautomerism
tautomerism
annelation
annelation
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Figure 3-14. The final step of the total synthesis of palau’amine (78) by Seiple et al.[107] 
 
 
Figure 3-15. The biosynthetic pathway and shunt pathway of PSTs proposed in this study. 
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小括 
生合成経路中期段階を解明するために、新たな生合成中間体の探索を行った。第一節で
は、標識体の取り込み実験の結果から、スクリーニングを行い、生合成中間体の化学構造を
推定した。第二、三、四節では、推定した化合物を化学合成し、標品を調製した。同定した推
定生合成中間体が、実際に麻痺性貝毒の前駆体であるのか明らかにするために、藍藻
Anabaena circinalis (TA04)で取り込み実験を行った。 
第五節では、11-hydoroxy-Int-C’2 (40)、Int-E’ (16)が麻痺性貝毒生産生物中に存在するこ
とを明らかにした。第六章では、これまでに同定した生合成中間体とシャント化合物の定量法
を確立し、麻痺性貝毒とともに定量分析を行った。 
第七節では、11-hydoroxy-Int-C’2 (40)、Int-E’ (16)の存在と、第一章、第二章の結果を基に、
新たに生合成経路を提唱した。生合成中間体の化学構造に基づく経路であり、これまでに提
唱されてきた、取り込み実験や遺伝子情報のみから推定された経路よりも妥当なものだと考え
られる。 
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第四章 その他補足実験 
第一節 藍藻 Anabaena circinalis (TA04)の懸濁法による細胞密度測定 
A. circinalis は、糸状体を形成するために、顕微鏡下で、細胞数を計測することが困難であ
る。Onodera ら[109]により検討された結果を基に新たに検量線を作成した。 
 
装置 
TECAN infinite F200 PRO (Excitation: 450 nm, Emission: 670 nm) 
 
方法 
定常期の TA04の培養液 50 mL (2連)を分注し、予め質量を測定したグラスファイバー濾紙
(ADVANTEC, GA100, ø47 mm)上に吸引濾過した。濾紙を凍結乾燥し、重量を測定した。吸
光度測定用に培養液を分注し、CB’培地で希釈した。96穴プレート (Falcon, #3072)に 200 μL
ずつ分注した  (3 連 )。ブランクとして、CB’培地を用いた。TECAN infinite F200 PRO 
(Excitation: 450 nm, Emission: 670 nm)で濁度を測定し、検量線を作成した。 
 
結果 
細胞密度と吸光度の間に相関があったが、高濃度では直線性がやや低くなった。 
細胞密度 (μg/mL) = (吸光度 (OD)－1560.1)/113.2 
R² = 0.986 
ブランクを減産した値 3261-18179の範囲では、作成した検量線が R² = 0.99で良好な直線性
だったので、細胞密度の測定には以下の式を使用した。 
細胞密度 (μg/mL) = (吸光度 (OD)－1857.5)/114.83 
R² = 0.990 
 
Figure 4-1. (A) The calibration curve based on raw data. (B) The calibration curve except for 
the 2 points of high concentration. 
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第二節 添加回収試験 (Cosmosil 140C18-OPN) 
培養液に含まれる生合成中間体量を定量するために、固相抽出法の回収率を求めた。 
 
方法 
CB’培地 (8 mL)に Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)、Cyclic-C’ (28) (0.2 μmol)を添加した。パスツー
ルピペットに充填し、予めMeOH (2 mL)、H2O (2 mL)で洗浄した Cosmosil 140C18-OPN (100 
mg)に対し、添加したサンプルを供した。H2O (2 mL)で洗浄後、AcOH/MeOH/H2O (5:50:45, 
v/v/v, 2 mL)で溶出させた。一度、溶媒を留去し、0.5 M AcOH 400 μLに再溶解し、カラムスイ
ッチング法で定量を行った。 
 
結果 
Cosmosil 140C18-OPN での回収率は、それぞれ 48% (Int-A’ (10))、37% (Int-C’2 (24))、
73% (Cyclic-C’ (28))であった。 
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総括 
本論文では、生合成中間体を化合物単位で同定することで、藍藻、渦鞭毛藻における麻痺
性貝毒の生合成経路の解明を目指した。 
第一章では、先行研究を基に、生合成中間体の構造を推定し、Int-A’ (10)と Int-C’2 (24)を
化学合成した。さらに、Int-C’2 (24)から Pd/C 存在下での環化反応を見出し、三環性化合物
Cyclic-C’ (28)を得た。arginine (2)と共に、3種の中間体候補化合物が、麻痺性貝毒生産生物
である藍藻Anabaena circinalis (TA04)、渦鞭毛藻Alexandrium tamarense (Axat-2)に共通して
存在することが明らかになった。そこで、arginine (2)から Int-A’ (10)、Int-C’2 (24)を経て、
Cyclic-C’ (28)が生成し、ワーグナー・メーヤワイン転位様の転移反応により STX骨格が形成さ
れる生合成経路を推定した。 
さらに、第二章ではこれら化合物の安定同位体標識体を合成し、生物中での変換の様子を
LC-MSを用いて、分析した。その結果、Int-A’ (10)及び Int-C’2 (24)が麻痺性貝毒の前駆体で
あることと、予想に反して Cyclic-C’ (28)がシャント化合物であることが明らかになった。生合成
経路には、生産量の調整を担うシャント経路も存在することを考察した。 
第三章では、安定同位体を指標とした新規生合成中間体の探索を行い、精密質量よりその
化学構造を推定した。候補化合物を化学合成し、生物中のピークと比較することで、
11-hydroxy-Int-C’2 (40)、Int-E’ (16)を同定した。特に、40 は遺伝子情報から予測されなかっ
た中間体であり、意義は大きい。Shimizu らや Kellmann らとは、異なる生合成経路を提唱し
た。 
我々のアプローチは、生合成中間体の構造を明らかに出来るだけでなく、その化合物の安
定性、反応性の知見が得られる点で有利であった。当初予想された Int-B’ (11)は、酵素が関
与しない自発的な脱水環化反応が進行し Int-C’2 (24)が生成することや 11-hydroxy-Int-C’2 
(40)の 11 位のヒドロキシ基の脱離が容易に進行することは、実際に化合物を合成したために
明らかになった。また、渦鞭毛藻のように、生合成遺伝子がクラスターを形成しない生物にお
いても、適応可能な手法であった。今後も、生合成中間体の同定を進めるとともに、変換酵素
の探索を行うことで、我々の提唱する経路を証明する必要がある。 
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補足情報 (NMRスペクトル) 
 
Figure S1. The 
1
H NMR spectrum of 18 (CDCl3, 600 MHz). 
 
Figure S2. The 
13
C NMR spectrum of 18 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S3. The 
1
H NMR spectrum of 19 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S4. The 
13
C NMR spectrum of 19 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S5. The 
1
H NMR spectrum of 20 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S6. The 
13
C NMR spectrum of 20 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S7. The 
1
H NMR spectrum of Int-A’ (10) (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure S8. The 
13
C NMR spectrum of Int-A’ (10) (CD3OD, 151 MHz). 
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Figure S9. The 
1
H NMR spectrum of 21 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S10. The 
13
C NMR spectrum of 21 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S11. The 
1
H NMR spectrum of 22 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S12. The 
13
C NMR spectrum of 22 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S13. The 
1
H NMR spectrum of 23 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S14. The 
13
C NMR spectrum of 23 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S15. The 
1
H NMR spectrum of Int-C’2 (24) (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure S16. The 
13
C NMR spectrum of Int-C’2 (24) (CD3OD, 151 MHz). 
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Figure S17. The 
1
H NMR spectrum of 25 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S18. The 
13
C NMR spectrum of 25 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S19. The 
1
H NMR spectrum of 26 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S20. The 
13
C NMR spectrum of 26 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S21. The 
1
H NMR spectrum of 27 (CDCl3, 600 MHz). 
 
Figure S22. The 
13
C NMR spectrum of 27 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S23. The 
1
H NMR spectrum of 42 (CDCl3, 600 MHz). 
 
Figure S24. The 
13
C NMR spectrum of 42 (CDCl3, 151 MHz). 
 
123 
 
 
Figure S25. The 
1
H NMR spectrum of 43 (diastereoisomeric mixture, CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S26. The 
13
C NMR spectrum of 43 (diastereoisomeric mixture, CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S27. The 
1
H NMR spectrum of 43-2
nd
 (CDCl3, 600 MHz). 
 
Figure S28. The 
13
C NMR spectrum of 43-2
nd
 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S29. The 
1
H NMR spectrum of 11-hydoxy-Int-C’2 (40) (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure S30. The 
13
C NMR spectrum of 11-hydoxy-Int-C’2 (40) (CD3OD, 151 MHz). 
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Figure S31. The 
1
H NMR spectrum of 47 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S32. The 
13
C NMR spectrum of 47 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S33. The 
1
H NMR spectrum of 49 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S34. The 
13
C NMR spectrum of 49 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S35. The 
1
H NMR spectrum of 12-hydoxy-Int-C’2 (41) (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure S36. The 
13
C NMR spectrum of 12-hydoxy-Int-C’2 (41) (CD3OD, 151 MHz). 
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Figure S37. The 
1
H NMR spectrum of 53 (CDCl3, 600 MHz). 
 
 
Figure S38. The 
13
C NMR spectrum of 53 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figure S39. The 
1
H NMR spectrum of Int-E’ (16) (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure S40. The 
13
C NMR spectrum of Int-E’ (16) (CD3OD, 151 MHz). 
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Figure S41. The 
1
H NMR spectrum of [2,6-
15
N2]arginine (2’) (D2O, 600 MHz). 
 
Figure S42. The 
13
C NMR spectrum of [2,6-
15
N2]arginine (2’) (D2O, 151 MHz). 
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Figure S43. The 
15
N-HMBC spectrum of [2,6-
15
N2]arginine (2’) (D2O). 
 
 
Figure S44. The 
1
H NMR spectrum of [2,6-
15
N2]Int-A’ (10’) (CD3OD, 600 MHz). 
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Figure S45. The 
13
C NMR spectrum of [2,6-
15
N2]Int-A’ (10’) (CD3OD, 151 MHz). 
 
 
Figure S46. The 
15
N-HMBC spectrum of [2,6-
15
N2]Int-A’ (10’) (CD3OD). 
134 
 
 
Figure S47. The 
1
H NMR spectrum of [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) (CD3OD, 600 MHz). 
 
 
Figure S48. The 
13
C NMR spectrum of [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) (CD3OD, 151 MHz). 
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Figure S49. The 
15
N-HMBC spectrum of [2,7-
15
N2]Int-C’2 (24’) (CD3OD). 
 
 
Figure S50. The 
1
H NMR spectrum of [3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’) (CD3OD, 600 MHz). 
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Figure S51. The 
13
C NMR spectrum of [3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’) (CD3OD, 151 MHz). 
 
 
Figure S52. The 
15
N-HMBC spectrum of [3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (28’) (CD3OD). 
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